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1.	  Desarrollo	  embrionario	  de	  vertebrados	  y	  expresión	  génica	  de	  genes	  de	  desarrollo.	  
El	   desarrollo	   embrionario	   es	   el	   conjunto	   de	   procesos	   biológicos	   que	   ocurren	   de	   forma	  
ordenada	  y	  secuencial	  para	  dar	  lugar	  a	  un	  organismo	  pluricelular	  completo,	  a	  partir	  de	  una	  
única	  célula	  o	  cigoto.	  La	  correcta	  formación	  del	  plan	  corporal	  y	  la	  generación	  y	  organización	  
de	  los	  diferentes	  tejidos	  y	  órganos	  presentes	  en	  vertebrados	  requiere	  del	  control	  eficiente	  
de	   los	   procesos	   de	   proliferación,	   diferenciación,	  migración	   y	   apoptosis.	   Todas	   las	   células	  
somáticas	  del	  embrión	  derivan	  del	  óvulo	  fecundado	  mediante	  divisiones	  sucesivas	  de	  forma	  
que,	   con	   raras	  excepciones,	   todas	   contienen	  una	   información	  genética	   idéntica,	   la	  misma	  
presente	  en	  el	  cigoto	  (Fig.	  i1).	  De	  ahí	  que	  las	  diferencias	  entre	  células	  deben	  ser	  generadas	  
por	   diferencias	   en	   la	   actividad	   génica	   que	   lleva	   a	   la	   síntesis	   de	   un	   conjunto	   diferente	   de	  
proteínas.	  Los	  diferentes	  patrones	  de	  expresión	  espacio-­‐temporal	  de	  un	  conjunto	  de	  genes,	  
denominados	  genes	  de	  desarrollo,	  controlan	  los	  procesos	  por	   los	  cuales	  diferentes	  células	  
adquieren	  morfologías	  y	  propiedades	  funcionales	  únicas	  en	  los	  diferentes	  tejidos.	  
!"#$%&'"(!
Fig.	   i1:	  Desarrollo	   y	   diferenciación	   celular.	  Todas	   las	   células	   del	   cuerpo	   proceden	  
del	  óvulo	  fecundado	  o	  cigoto.	  A	  partir	  de	  esta	  célula	  original,	  mediante	  procesos	  de	  
proliferación	  y	  diferenciación	  altamente	  regulados,	  son	  generados	  todos	  los	  tejidos	  
y	  órganos.	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Los	   genes	   de	   desarrollo	   codifican	   proteínas	   como	   factores	   de	   transcripción,	   factores	   de	  
crecimiento,	   receptores	   y	   proteínas	   de	   señalización	   involucrados	   en	   la	   regulación	   de	   los	  
procesos	   celulares.	   Debido	   a	   que	   el	   embrión	   en	   desarrollo	   es	   un	   ser	   vivo	   que	   necesita	  
mantener	   su	   homeostasis	   a	   la	   vez	   que	   genera	   nuevas	   estructuras	   corporales,	   algunos	   de	  
estos	   genes	   codificantes	   de	  moléculas	   de	   señalización	   y	   receptores	   tienen	   una	   expresión	  
constitutiva	  y	  están	  activos	  durante	  toda	  la	  vida	  del	  organismo.	  Otros	  genes	  de	  desarrollo,	  
sin	  embargo,	  solamente	  se	  encuentran	  activos	  en	  determinadas	  etapas	  del	  desarrollo.	  	  
La	  organogénesis	  en	  vertebrados	  constituye	  una	  serie	  de	  complejos	  procesos	  de	  desarrollo	  
entre	   los	   que	   se	   ven	   implicados	   mecanismos	   de	   diferenciación	   celular	   y	   una	   rápida	  
proliferación	  de	  células	  pluripotentes	  que	  conducen	  a	  la	  formación	  de	  tejidos	  diferenciados	  
y	  altamente	  organizados.	  Estos	  procesos	  son	  modulados	  por	  una	  serie	  de	  glicoproteínas	  de	  
la	  matriz	  extracelular	  (Matrisian	  y	  Hogan,	  1990)	  y	  proteínas	  receptoras	  para	  éstas,	  como	  es	  
el	  caso	  de	  las	  integrinas	  (Pigot	  y	  Power,	  1993),	  enzimas	  remodeladoras	  de	  esta	  matriz	  y	  sus	  
inhibidores	   (Kleiner	   y	   Stetler-­‐Stevenson,	   1993),,	  moléculas	   de	   adhesión	   celular	   (Buxton	   y	  
Magee,	  1992),	  proteínas	  del	   citoesqueleto	   (Kries	   y	  Vale,	   1993),	   factores	  de	   crecimiento	  u	  
hormonas	   y	   sus	   receptores	   (Adamson,	   1993),	   proteínas	   de	   unión	   al	   ADN	   o	   factores	   de	  
transcripción	  (Latchman,	  1993)	  y	  ciertos	  protooncogenes	  (Klein,	  1993).	  Los	  protooncogenes	  
son	   genes	   reguladores	   de	   la	   proliferación	   celular	   y	   por	   tanto	   del	   crecimiento,	   que	   se	  
expresan	  normalmente	  en	  multitud	  de	   células,	  pero	  que	  pueden	  potencialmente	  adquirir	  
capacidades	   de	   inductor	   tumoral	   debido	   a	   mutaciones	   puntuales,	   amplificaciones,	  
translocaciones	  o	  cualquier	  otro	  tipo	  de	  mutación.	  Hasta	  el	  momento	  han	  sido	  identificados	  
multitud	  de	  genes	  capaces	  de	  inducir	  este	  tipo	  de	  fenotipos	  neoplásicos.	  Éstos	  muestran	  un	  
alto	   grado	   de	   conservación	   evolutiva,	   lo	   que	   sugiere	   que	   poseen	   funciones	   esenciales	  
consevadas	  a	  lo	  largo	  de	  la	  evolución	  (Stelzner,	  1987).	  	  
Debido	  a	  la	  necesidad	  del	  control	  eficiente	  de	  los	  procesos	  de	  diferenciación	  y	  proliferación	  
para	   que	   pueda	   llevarse	   a	   cabo	   un	   correcto	   desarrollo	   embrionario	   y	   una	   correcta	  
homeostasis	  en	  el	  adulto,	   la	  expresión	  de	  los	  genes	  de	  desarrollo	  está	  altamente	  regulada	  
temporal,	  espacial	  y	  cuantitativamente	  durante	  toda	  la	  vida	  de	  un	  organismo	  (Fig.	  i2).	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1.1	  Expresión	  génica	  diferencial	  durante	  el	  desarrollo:	  regulación	  transcripcional.	  
El	   control	   de	   la	   expresión	   de	   los	   genes	   de	   desarrollo	   puede	   ser	   ejercido	   a	   nivel	  
transcripcional,	  mediante	  la	  regulación	  del	  conjunto	  de	  genes	  que	  son	  transcritos.	  Además,	  
la	   actividad	   de	   estos	   genes	   puede	   ser	   regulada	   a	   nivel	   postranscripcional,	   mediante	   el	  
procesamiento	   y	   la	   selección	   de	   los	   ARN	   que	   pasan	   al	   citoplasma	   para	   ser	   traducidos	   a	  
proteína	  y	  a	  nivel	  postraduccional,	  mediante	  el	   control	  del	   conjunto	  de	   	  proteínas	  que	  se	  
encuentran	  activas	  en	  un	  momento	  dado.	  
La	   regulación	   de	   la	   expresión	   génica	   a	   nivel	   transcripcional	   está	   orquestada	   por	   la	  
interacción	  entre	  proteínas	  nucleares	  denominadas	  factores	  de	  transcripción,	  promotores	  y	  
elementos	   cis-­‐reguladores	   (ECR).	   Los	   ECR	   son	   secuencias	   de	   ADN	   no	   codificantes,	  
localizadas	   en	   intrones	   o	   en	   regiones	   intergénicas,	   capaces	   de	   regular	   la	   tasa	   de	  
transcripción	   de	   un	   gen	   mediante	   el	   control	   de	   la	   actividad	   de	   su	   promotor,	   incluso	  
encontrándose	  éstos	  situados	  a	  grandes	  distancias	  en	  el	  genoma.	  Entre	  estos	  ECR	  podemos	  
encontrar	   elementos	   que	   son	   capaces	   de	   activar	   (enhancers)	   (Khoury	   y	   cols.,	   1983)	   o	  
reprimir	   (silenciadores)	   (Brand	  y	  cols.,	  1985)	   la	   transcripción	  de	  sus	  genes	  diana.	  Además,	  
los	  aisladores	  constituyen	  un	  tercer	  tipo	  de	  ECR,	  cuya	  función	  es	  evitar	  la	  interacción	  entre	  
enhancers	   y	   promotores,	   protegiendo	   así	   a	   los	   genes	   de	   la	   utilización	   errónea	   de	  
información	   regulatoria	   presente	   en	   el	   entorno	   genómico	   y	   perteneciente	   a	   otros	   genes	  
(Moltó	  y	   cols.,	   2009;	  West	  y	   cols.,	   2002).	   La	   regulación	   transcripcional	   llevada	  a	   cabo	  por	  
!"#$%&'"(!
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Fig.	   i2:	  Genes	  de	  desarrollo.	  Representación	  esquemática	  del	  paisaje	   regulador	  de	  
un	   gen	   de	   desarrollo.	   La	   expresión	   tejido-­‐específica	   en	   la	   retina	   (rojo),	   el	   cerebro	  
posterior	   (verde)	  y	  en	   la	  notocorda	  (azul)	  es	  dirigida	  por	  tres	  enhancers	  diferentes	  
que	  actúan	  sobre	  el	  promotor	  del	  gen.	  
	  
	  
Introducción	  
	   	   	   5	  
factores	  de	   transcripción,	  promotores	   y	   ECR	  es	  un	  proceso	   compuesto	  a	   su	   vez	  de	   varios	  
eventos	  como	  son:	  (1)	  la	  asociación	  de	  los	  factores	  de	  transcripción	  con	  sus	  sitios	  de	  unión	  
al	  ADN	  específicos	   situados	  en	  ECR,	   (2)	  el	   reclutamiento	  de	  otros	   factores	  correguladores	  
necesarios	   para	   modificar	   la	   estructura	   de	   la	   cromatina	   y	   facilitar	   la	   interacción	   entre	  
enhancers	  y	  promotores,	  (3)	  la	  regulación	  de	  la	  actividad	  de	  la	  ARN	  polimerasa	  II	  sobre	  los	  
promotores	  y	  (4)	  la	  finalización	  o	  la	  atenuación	  de	  la	  señal	  dependiente	  de	  la	  actividad	  de	  
los	  factores	  de	  transcripción	  (Acevedo	  y	  cols.,	  2004;	  Glass	  y	  cols.,	  2000;	  Kraus	  y	  cols.,	  2002;	  
McKenna	  y	  cols.,	  1999;	  Metivier	  y	  cols.,	  2006).	  	  
Hasta	  el	  momento,	  se	  han	  descrito	  multitud	  de	  ECR	  con	  actividad	  enhancer	  que	  presentan	  
un	   alto	   grado	   de	   conservación	   entre	   especies	   (Pennacchio	   y	   cols.,	   2006;	   De	   la	   Calle-­‐
Mustienes	  y	  cols.,	  2005;	  Nobrega	  y	  cols.,	  2003;	  Pennacchio	  y	  cols.,	  2001;	  Visel	  y	  cols.,	  2007;	  
Visel	   y	   cols.,	   2008).	   De	   hecho,	   el	   análisis	   filogenético	   o	   de	   comparación	   de	   genomas,	  
rastreando	   de	   entre	   todas	   las	   secuencias	   no	   codificantes,	   aquellas	   que	   presentan	   altos	  
niveles	  de	  conservación,	  a	  lo	  que	  se	  le	  denomina	  “huella	  filogenética”,	  ha	  sido	  un	  método	  
ampliamente	  utilizado	  para	  identificar	  ECR.	  	  
Además,	  la	  detección	  de	  ECR	  con	  actividad	  enhancer	  puede	  ser	  llevada	  a	  cabo	  mediante	  el	  
uso	  de	  unas	   construcciones	  denominadas	   	   “enhancer	   trap”	   compuestas	  por	  un	  promotor	  
mínimo,	   capaz	   de	   dirigir	   expresión	   génica	   en	   respuesta	   a	   la	   presencia	   de	   enhancers	  !"#$%&'"(!
!"#$
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Fig.	   i3:	   Enhancer	   trap.	  Representación	   esquemática	   del	   punto	   de	   inserción	   de	   un	  
enhancer	  trap	  compuesto	  por	  un	  promotor	  mínimo	  (pm)	  y	  la	  proteína	  fluorescente	  
verde	   (GFP)	   como	   gen	   reportero.	   Los	   enhancers	   cercanos	   al	   punto	   de	   inserción	  
(cajas	   grises)	   son	   capaces	   de	   activar	   la	   expresión	   de	   GFP	   en	   los	   mismos	   tejidos	  
(verde)	   donde	   dirigen	   la	   expresión	   del	   gen	   al	   que	   controlan,	   pudiendo	   así	   ser	  
detectados.	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cercanos,	   y	   un	   gen	   reportero	   como	   la	   proteína	   fluorescente	   verde	   (Green	   Fluorescent	  
Protein,	   GFP).	   Estas	   construcciones,	   tras	   ser	   insertadas	   en	   el	   genoma	   de	   un	   embrión	  
mediante	   técnicas	   de	   transgénesis,	   son	   capaces	   de	   leer	   y	   poner	   de	   manifiesto	   la	  
información	  regulatoria	  localizada	  en	  el	  entorno	  genómico	  del	  punto	  de	  inserción	  (Fig.	  i3).	  
	  
Pero	  además	  de	  elementos	  ECR	  altamente	  conservados,	  la	  regulación	  transcripcional	  de	  los	  
genes	   de	   desarrollo	   necesita	   de	   la	   actuación	   de	   numerosos	   elementos	   no	   conservados	  
(Blow	   y	   cols.,	   2010)	   y	   que	   por	   tanto	   no	   pueden	   ser	   identificados	   mediante	   la	   huella	  
filogenética.	  	  
Dependiendo	  del	  nivel	  de	  compactación	  de	  una	  región	  de	   la	  cromatina,	  esta	  estará	  en	  un	  
estado	  más	  o	  menos	  favorable	  para	  la	  expresión	  génica.	  Todo	  el	  ADN	  presente	  en	  el	  núcleo	  
está	   organizado	   alrededor	   de	   unidades	   estructurales	   llamadas	   nucleosomas,	   constituidas	  
por	   un	   conjunto	   de	   proteínas	   denominadas	   histonas.	   Estas	   histonas	   forman	   octámeros	  
compuestos	  de	  dos	  moléculas	  de	  cada	  una	  de	  las	  histonas	  H2a,	  H2b,	  H3	  y	  H4.	  La	  histona	  H1,	  
por	   su	   parte,	   se	   sitúa	   en	   el	   exterior	   de	   los	   nucleosomas	   uníendolos	   unos	   a	   otros,	  
contribuyendo	  así	  también	  a	  la	  correcta	  compactación	  de	  la	  cromatina	  (Fig.	  i4).	  El	  extremo	  
N-­‐terminal	   de	   las	   histonas	   presenta	   una	   alta	   conservación	   entre	   especies	   y	   puede	   ser	  
objeto	  de	  modificaciones	  postraduccionales	  como	  metilación,	  ubiquitinación	  o	  acetilación,	  
que	   tienen	   un	   efecto	   directo	   en	   la	   modulación	   de	   la	   compactación	   de	   la	   cromatina	  
(Bannister	  y	  cols.,	  2011).	  Estudios	  recientes	  muestran	  que	  la	  presencia	  de	  trimetilación	  de	  la	  
lisina	  4	  de	  la	  histona	  H3	  (H3K4me3)	  indica	  la	  presencia	  de	  promotores	  y	  que	  la	  presencia	  de	  
monometilación	  en	  la	  lisina	  4	  de	  la	  histona	  3	  (H3K4me1)	  y	  de	  acetilación	  de	  la	  lisina	  27	  de	  la	  
histona	  3	  (H3K27ac)	  indican	  la	  presencia	  de	  enhancers	  (Creyghton	  y	  cols.,	  2010;	  Heintzman	  
y	  cols.,	  2009;	  Heintzman	  y	  cols.,	  2007),	   (Fig.	   i4b),	  por	   lo	  que	  es	  posible	  utilizar	   los	  perfiles	  
epigenéticos	  de	  metilación	  y	  acetilación	  para	  predecir	  la	  posible	  actividad	  cis-­‐reguladora	  de	  
secuencias	  de	  ADN	  independientemente	  del	  grado	  de	  conservación	  entre	  especies	  (Sakabe	  
y	  Nobrega	  2010).	  
	  
	  
	  
Introducción	  
	   	   	   7	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
!"#$%&'"(!
!"#
!$# !%#
!&'# !&(#
!$# !%#
!&'# !&(#
!)*)+,-+,./01/#
213/1-)+# 456)1-5/7,+#
8+,.,*,+# 9:)+;,#7)6#<)1#
(5=6/7,+#
8+,.,*,+#
!$>%.)"#
!$>&?/-#
!$>%.)$#
@A# @A# @A#
@A#
@A#
@A#
!"
#"
Fig.	   i4:	   Nucleosomas	   y	   compactación	   de	   la	   cromatina.	   A:	   Representación	   de	   la	  
organización	  de	  dos	  nucleosomas	  compuestos	  por	  dos	  moléculas	  de	  cada	  una	  de	  las	  
histonas	   H2a,	   H2b,	   H3	   y	   H4,	   presentando	   residuos	   susceptibles	   de	   sufrir	  
modificaciones	   epigenéticas.	   La	   histona	   H1	   queda	   situada	   en	   el	   extrerior	   de	   los	  
nucleosomas	   uníendolos	   unos	   a	   otros.	   B:	   La	   presencia	   de	   modificaciones	  
epigenéticas	   (H3H4me1,	   H3K4me3	   y	   H3K27ac),	   que	   determinan	   el	   grado	   de	  
compactación	   de	   la	   cromatina,	   hacen	   accesibles	   ciertas	   zonas	   del	   genoma	   a	  
diferentes	   factores	   de	   transcripción	   (FT).	   Éstos	   se	   unen	   a	   distintas	   secuencias	   no	  
codificantes	   como	   silenciadores,	   enhancers,	   aisladores	   (asociados	   a	   la	   proteína	  
CTCF)	  y	  promotores,	  para	  regular	  la	  actividad	  transcripcional	  de	  la	  ARN	  polimerasa	  II	  
(Pol	  II).	  Adaptado	  de	  Gallego	  y	  cols.,	  2012.	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2.	  Vía	  de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico	  en	  el	  desarrollo.	  
EL	  ácido	  retinoico	  (AR)	  es	  un	  metabolito	  derivado	  de	  la	  Vitamina	  A	  (todo-­‐trans-­‐Retinol)	  de	  
carácter	   lipofílico	   que	   afecta	   a	   la	   transcripción	   génica	   y	   modula	   una	   amplia	   variedad	   de	  
procesos	  biológicos	  como	  la	  proliferación,	  la	  diferenciación	  o	  la	  apoptosis.	  Trabajos	  previos	  
utilizando	   aves	   y	   roedores	   como	   animales	  modelo	  mostraron	   que	   un	   déficit	  materno	   de	  
vitamina	  A	  afecta	  al	  embrión	  y	  al	  feto,	  dando	  lugar	  a	  un	  amplio	  espectro	  de	  defectos	  en	  el	  
desarrollo	   (Gale	   y	   cols.,	   1999;	   Wilson	   y	   cols.,	   1953).	   Hace	   más	   de	   25	   años,	   se	   pudo	  
esclarecer	   la	  base	  molecular	  de	   las	  acciones	  de	   la	  Vitamina	  A	  cuando	  se	  demostró	  que	  su	  
metabolito	   activo,	   actúa	   como	   ligando	   de	   proteínas	   nucleares	   receptoras	   denominadas	  
receptores	   del	   ácido	   retinoico	   (RAR)	   que	   actúan	   como	   factores	   de	   transcripción	   y	   cuya	  
actividad	   es	   modificada	   pasando	   de	   actuar	   como	   potenciales	   represores	   a	   comportarse	  
como	   activadores	   transcripcionales.	   Actualmente	   también	   se	   conoce	   otro	   tipo	   de	  
receptores	   del	   ácido	   retinoico	   llamados	  RXR	   y	   que	   actúan	   formando	  heterodímeros	  RAR-­‐
RXR.	   Las	   primeras	   funciones	   conocidas	   del	   AR	   durante	   la	   embriogénesis	   fueron	   inferidas	  
mediante	   el	   estudio	   sus	   efectos	   teratogénicos	   al	   ponerse	   de	   manifiesto	   que	   la	  
administración	  de	   altas	   dosis	   de	  RA	   interfería	   con	   el	   proceso	  normal	   de	   desarrollo.	   Estos	  
estudios	   fueron	   llevados	   a	   cabo	   en	   una	   amplia	   variedad	   de	   especies	   incluyendo	   anfibios,	  
peces,	   aves	   y	   roedores	   (Avantaggiato	   y	   cols.,	   1996;	   Durston	   y	   cols.,	   1989).	   Estudios	   de	  
inactivación	   génica	   confirmaron	   más	   tarde	   las	   funciones	   cruciales	   de	   los	   RAR	   en	   el	  
desarrollo	  de	  ratón	  (Mark	  y	  cols.,	  2009).	  
Hasta	  el	  momento	  han	  sido	   identificados	  numerosos	  genes	  diana	  de	   los	  receptores	  de	  AR	  
(Balmer	   y	   Blomhoff,	   2002)	   incluyendo	   genes	   pertenecientes	   a	   la	   ruta	   de	   señalización	   del	  
ácido	   retinoico	   como	  Rarb,	   Crbp1/2	   (Rbp1/2),	   Crabp1/2	   y	   Cyp26a1.	   Estos	   genes	   cuentan	  
con	   secuencias	   en	   su	   entorno	   regulatorio	   denominadas	   elementos	   de	   respuesta	   a	   ácido	  
retinoico	   (RA-­‐responsive	   elements,	   RAREs)	   que	   actúan	   como	   sitio	   de	   unión	   de	   los	  
receptores	  de	  AR	  (Fig.	   i5)	  y	  cuya	  existencia	  es	  necesaria	  para	  que	   los	  niveles	  de	  expresión	  
de	   un	   gen	   sean	   regulados	   por	   la	   vía	   de	   señalización	   del	   ácido	   retinoico	   (Rudert	   y	  
Gronemeyer,	   1993).	   Durante	   el	   último	   cuarto	   de	   siglo,	   se	   han	   identificado	   más	   de	   500	  
genes	   regulados	   por	   el	   ácido	   retinoico.	   En	   algunos	   casos,	   este	   control	   es	   directo	   y	   está	  
mediado	   por	   la	   unión	   al	   ADN	   de	   heterodímeros	   RAR-­‐RXR	   unidos	   a	   AR,	   mientras	   que	   en	  
otros,	   este	   control	   es	   indirecto	   y	   es	   llevado	   a	   cabo	   por	   la	   acción	   intermediaria	   de	   otros	  
elementos,	  principalmente	  factores	  de	  transcripción.	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Durante	  el	  desarrollo	  embrionario,	  el	  ácido	  retinoico	  regula	  multitud	  de	  procesos	  biológicos	  
como	   la	   formación	   de	   las	   capas	   germinales,	   la	   generación	   de	   los	   ejes	   corporales	   y	   la	  
neurogénesis,	  además	  de	  estar	  directamente	  implicado	  en	  la	  organogénesis	  y	  el	  desarrollo	  
de	  los	  arcos	  branquiales,	  el	  páncreas,	  los	  pulmones	  o	  los	  ojos.	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Fig.	   i5:	   Vía	   de	   señalización	   del	   Ácido	   Retinoico.	   El	   retinol	   es	   captado	   del	   flujo	  
sanguíneo	   y	   unido	   a	   la	   proteína	   RBP	   que	   lo	   introduce	   en	   la	   célula.	   Una	   vez	   en	   el	  
citoplasma,	   el	   retinol	   se	   une	   a	   la	   proteína	   transportadora	   citoplasmática	   CRBP.	   La	  
enzima	  RoDH	  (retinol	  deshidrogenasa)	  transforma	  el	  retinol	  en	  retinaldehído	  y	  este	  
más	  tarde	  es	  transformado	  en	  AR	  (ácido	  retinoico)	  por	  la	  acción	  de	  la	  enzima	  RALDH	  
(retinaldehído	  deshidrogenasa).	   El	  AR	  puede	   ser	  entonces	   captado	  por	   la	  proteína	  
transportadora	   CRABP	   e	   introducido	   en	   el	   núcleo,	   donde	   se	   une	   a	   los	   receptores	  
RAR	   y	   RXR	   que,	   tras	   dimerizar,	   se	   unen	   a	   los	   elementos	   de	   respuesta	   al	   ácido	  
retinoico	   (RARE)	   y	   activan	   la	   transcripción	   génica.	   La	   proteína	   CYP26	   tiene	   como	  
función	  la	  degradación	  el	  ácido	  retinoico,	  regulando	  así	  su	  disponibilidad.	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3.	  Organogénesis.	  
3.1	  Desarrollo	  de	  los	  arcos	  branquiales	  y	  sus	  derivados.	  
Los	  arcos	  branquiales	  son	  unas	  estructuras	  anatómicas	  a	  modo	  de	  abultamientos	  separados	  
por	  hendiduras	  que	  se	  encuentran	  presentes	  a	  ambos	  lados	  de	  la	  faringe	  de	  los	  embriones	  
de	   cordados.	   En	   algunos	   vertebrados	   como	   las	   lampreas,	   estas	   estructuras	   permanecen	  
funcionales	  en	  el	  adulto,	  mientras	  que	  sólo	  están	  presentes	  de	  manera	  transitoria	  durante	  
el	   desarrollo	   embrionario	   en	   otros	   vertebrados.	   Los	   arcos	   branquiales	   están	   espaciados	  
entre	   si	   por	   unas	   estructuras	   denominadas	   sacos	   faríngeos.	   El	   correcto	   desarrollo	   de	   los	  
arcos	  branquiales	  y	  los	  sacos	  faríngeos	  es	  crucial	  ya	  que	  dan	  lugar	  a	  la	  mayoría	  de	  complejas	  
estructuras	  que	  componen	  el	  cráneo,	  la	  cara	  y	  el	  cuello	  de	  los	  vertebrados	  (Tabla	  i1).	  	  
	  
Tabla i1
Estructuras derivadas de los arcos branquiales
Arco branquial Estructura derivada
Nervio trigémino
Hueso mandibular
Músculos de la masticación
Tensor del timpano
Tensor del velo del paladar
Martillo 
Yunque
Ligamento anterior del martillo
Ligamento esfeno mandibular
Nervio facial
Músculos de la expresión facial
Estribo
Estilo hiodieo
Apófisis estiloides
Asta menor del hiodeo
Ligamento estilohiodeo
Nervio glosofaríngeo
Estilo faríngeo
Asta mayor del hiodeo
Rama faríngea superior del vago
Rama laríngea recurrente del vago
Cricotirodeo
Elevador del velo del paladar
Constrictores de la faringe
Músculos estriados del esófago
Cartílagos tiroide, cricoides, aritenoides,
corniculado y cuneiforme
4º y 6º
2º (Hiodeo)
3º
1º (Mandibular)
Tabla	  i1:	  Estructuras	  anatómicas	  derivadas	  de	  los	  arcos	  branquiales.	  	  
.	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El	   pez	   cebra	   (Danio	   rerio),	   especie	   modelo	   utilizada	   para	   la	   realización	   de	   esta	   tesis	  
doctoral,	   presenta	   al	   final	   de	   su	   desarrollo	   un	   total	   de	   7	   arcos	   branquiales	   y	   6	   sacos	  
faríngeos.	   El	   desarrollo	   de	   los	   arcos	   branquiales	   es	   un	   complejo	   proceso	   en	   el	   que	   están	  
involucrados	   tejidos	   de	   las	   tres	   capas	   germinales.	   Así,	   los	   arcos	   branquiales	   están	  
integrados	  por	  células	  derivadas	  del	  ectodermo	  (epidermis	  y	  células	  de	  la	  cresta	  neural),	  del	  
mesodermo	   (células	   musculares	   y	   vasos	   sanguíneos)	   y	   del	   endodermo	   (sacos	   faríngeos),	  
(Fig.	  i6a).	  Las	  células	  de	  la	  cresta	  neural	  (CCN)	  presentes	  en	  los	  arcos	  branquiales	  provienen	  
de	  la	  migración	  de	  éstas	  a	  lo	  largo	  de	  tres	  bandas	  diferenciadas	  desde	  los	  rombómeros	  del	  
cerebro	   posterior	   hacia	   el	   primer	   arco	   branquial	   o	   arco	   mandibular	   (primera	   banda	   de	  
migración),	  el	  segundo	  arco	  branquial	  o	  arco	  hioideo	  (segunda	  banda	  de	  migración)	  y	  hacia	  
los	  cinco	  arcos	  branquiales	  restantes	  (tercera	  banda	  de	  migración),	  (Fig.	  i6b).	  	  
	  
Papel	  de	  las	  CCN	  en	  el	  desarrollo	  de	  los	  arcos	  branquiales.	  
La	  migración	  de	  las	  CCN	  en	  tres	  bandas	  parece	  ser	  esencial	  para	  la	  organización	  de	  los	  arcos	  
branquiales.	  Experimentos	  llevados	  a	  cabo	  en	  pollo	  han	  demostrado	  que	  las	  células	  de	  estas	  
tres	  bandas	  nunca	  se	  mezclan,	   incluso	  en	  aquellos	  elementos	  anatómicos	  compuestos	  por	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Fig.	   i6:	   Estructura	  de	   los	  arcos	  branquiales	  en	  pez	   cebra	  y	  migración	  de	   las	  CCN.	  
Representación	  esquemática	  de	  la	  estructura	  de	  los	  arcos	  branquiles	  de	  pez	  cebra,	  
donde	   se	   muestran	   los	   cuatro	   primeros	   arcos	   branquiales	   (ab)	   y	   sacos	   faríngeos	  
(sf),(A).	   Adaptado	   de	   Piotrowski	   y	  Nüsslein-­‐Volhard,	   2000.	   Las	   células	   de	   la	   cresta	  
neural	  alcanzan	  los	  arcos	  branquiales	  desde	  el	  cerebro	  posterior	  (cp)	  a	  través	  de	  tres	  
bandas	   de	   migración	   (flechas	   rojas,	   verde	   y	   azul),	   (B).	   (cm:	   cerebro	   medio;	   vo:	  
vesícula	  ótica).	  Adaptado	  de	  Knight	  	  y	  Schilling,	  2006.	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células	  provenientes	  de	  más	  de	  una	  de	  estas	  bandas	   (Kontges	   y	   Lumsden,	  1996).	   En	  esta	  
misma	  dirección	  apuntan	  experimentos	  realizados	  en	  aves	  y	  anfibios	  que	  muestran	  que	  si	  
se	  realiza	  un	  trasplante	  de	  células	  de	  la	  cresta	  neural	  del	  primer	  arco	  branquial,	  tras	  migrar	  
a	   lo	   largo	  de	   la	   primera	  banda	  de	  migración,	   y	   se	   las	   deposita	   en	  una	   región	  más	   caudal	  
como	  es	  el	   segundo	  arco	  branquial,	   éstas	   son	  aún	   capaces	  de	   formar	  mandíbulas	   y	  otras	  
estructuras	  típicamente	  derivadas	  del	  primer	  arco	  branquial	  de	  manera	  ectópica	  (D'amico-­‐
Martel	  y	  Noden,	  1983).	  Estos	   resultados	  son	  de	  enorme	   importancia	  ya	  que	  sugieren	  que	  
las	  CCN	  llevan	  información	  posicional	  esencial	  para	  establecer	  el	  patrón	  de	  formación	  de	  los	  
arcos	   branquiales,	   por	   lo	   que	   los	   mecanismos	   involucrados	   en	   la	   organización	   de	   la	  
segregación	  de	  las	  diferentes	  bandas	  de	  migración	  podrían	  estar	   jugando	  un	  papel	  central	  
en	  el	  desarrollo	  de	  los	  arcos	  branquiales	  y	  sus	  estructuras	  y	  órganos	  derivados.	  
	  
El	  endodermo	  juega	  un	  papel	  crucial	  en	  el	  desarrollo	  de	  los	  arcos	  branquiales.	  
El	  primer	  elemento	  diferenciable	  que	  se	  forma	  en	  el	  desarrollo	  de	  los	  arcos	  branquiales	  son	  
unos	  abultamientos	  del	  endodermo	  que,	  al	   crecer,	   llegan	  a	  contactar	   con	  el	  ectodermo	  y	  
que	  son	  denominados	  sacos	  faríngeos.	  En	  el	  pez	  cebra,	  el	  mutante	  vgo	  muestra	  una	  severa	  
desorganización	   del	   cartílago	   derivado	   de	   las	   CCN,	   pudiendo	   presentar	   arcos	   branquiales	  
fusionados	   entre	   si,	   e	   incluso	   pudiendo	  no	   llegar	   a	   formarse	   en	   el	   caso	   de	   los	   arcos	  más	  
posteriores.	  En	  este	  mutante,	  la	  migración	  de	  las	  CCN	  se	  da	  correctamente	  a	  lo	  largo	  de	  las	  
tres	  bandas	  de	  migración	  pero	  el	  endodermo	  sufre	  fallos	  en	  el	  proceso	  de	  segmentación	  y	  
los	   sacos	   faríngeos	  no	  se	   forman,	  dando	   lugar	  a	   la	   fusión	  o	  pérdida	  de	  arcos	  branquiales.	  
Además,	   mediante	   experimentos	   de	   ablación	   en	   embriones	   de	   pollo,	   se	   ha	   podido	  
demostrar	   que	   los	   arcos	   branquiales	   llegan	   a	   formarse	   tras	   eliminar	   el	   tubo	   neural	   de	  
embriones	  en	  un	  estadío	  previo	  a	  la	  formación	  de	  las	  crestas	  neurales	  (Veitch	  y	  cols.,	  1999)	  
y	   que	   distintos	   marcadores	   endodérmicos	   como	   Bmp7,	   Fgf8	   o	   Pax1,	   con	   una	   expresión	  
diferencial	   e	   involucrados	   en	   la	   regionalización	   antero-­‐posterior	   y	   próximo-­‐distal	   de	   los	  
arcos	   branquiales,	   no	   cambian	   sus	   patrones	   de	   expresión	   en	   ausencia	   de	   CCN	   (Graham,	  
2001),	  lo	  que	  indica	  la	  necesidad	  de	  la	  correcta	  formación	  y	  regionalización	  del	  endodermo	  
faríngeo	   a	   demás	   de	   la	   correcta	   formación	   y	  migración	   de	   las	   células	   de	   la	   cresta	   neural	  
para	  el	  normal	  desarrollo	  de	  los	  arcos	  branquiales	  y	  sus	  estructuras	  derivadas.	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A	   pesar	   del	   papel	   central	   que	   tienen	   tanto	   las	   CCN	   como	   el	   endodermo	   faríngeo	   en	   la	  
inducción	   y	   regionalización	   de	   los	   arcos	   branquiales,	   también	   existen	   evidencias	   de	   la	  
intervención	   de	   señales	   procedentes	   tanto	   del	   mesodermo	   como	   del	   ectodermo	   en	   el	  
desarrollo	   de	   los	   arcos	   branquiales	   y	   los	   elementos	   anatómicos	   a	   los	   que	   dan	   lugar.	   En	  
sentido	  apuntan	  las	  evidencias	  que	  demuestran	  que,	  tras	  trasplantar	  CCN	  del	  segundo	  arco	  
branquial,	  caracterizadas	  por	  la	  expresión	  del	  gen	  Hoxb1,	  al	  primer	  arco,	  los	  niveles	  de	  este	  
marcador	  en	  estas	  células	  sólo	  se	  mantienen	  tras	  el	  trasplante,	  en	  el	  caso	  de	  que	  las	  CNN	  
fueran	   trasplantadas	   junto	   con	   las	   células	   mesodérmicas	   situadas	   a	   su	   alrededor	   en	   su	  
emplazamiento	  original	   (Trainor	  y	  Krumlauf,	  2000),	   lo	  que	   indica	  que	  el	  mesodermo	  tiene	  
algún	  grado	  de	  responsabilidad	  en	  el	  mantenimiento	  de	  la	  identidad	  de	  las	  CCN	  del	  segundo	  
arco	   branquial.	   En	   la	   misma	   línea	   apuntan	   experimentos	   en	   ratón	   que	   muestran	   como	  
células	   del	   ectodermo	   oral	   que	   recubren	   el	   primer	   arco	   branquial,	   tienen	   entre	   sus	  
funciones	  inducir	  la	  odontogénesis	  en	  el	  mesénquima	  de	  CCN	  subyacente	  (Tucker	  y	  Sharpe,	  
1999).	  
	  
Funciones	   de	   la	   ruta	   de	   señalización	   del	   ácido	   retinoico	   en	   el	   desarrollo	   de	   los	   arcos	  
branquiales.	  
En	   los	   últimos	   años	   se	   han	   publicado	   numerosos	   trabajos	   acerca	   del	   papel	   del	   AR	   en	   el	  
desarrollo	  de	  estructuras	  como	  la	  placa	  neural,	  el	  cerebro	  anterior	  y	  posterior,	  los	  somitos	  o	  
las	   extremidades.	   Así	   mismo,	   también	   existen	   numerosos	   estudios	   que	   evidencian	   la	  
implicación	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  AR	  y	  la	  importancia	  del	  control	  fino	  de	  los	  niveles	  
de	  ácido	  retinoico	  disponibles,	  en	  la	  formación	  de	  los	  arcos	  branquiales.	  	  
Así	   como	   la	   existencia	   de	   niveles	   suficientes	   de	   ácido	   retinoico	   es	   fundamental	   para	   la	  
expresión	  de	  ciertos	  genes	  dependientes	  de	  esta	  vía	  de	  señalización	  en	  determinados	  tipos	  
celulares,	  su	  degradación	  es	  también	  esencial	  para	  evitar	  la	  activación	  inapropiada	  de	  estos	  
genes	   en	   otros	   tipos	   celulares.	   Por	   eso,	   la	   distribución	   y	   niveles	   de	   AR	   están	   altamente	  
regulados	   por	   la	   síntesis	   a	   través	   de	   la	   acción	   de	   deshidrogenasas	   específicas	   (retinol	  
deshidrogenasas	   o	   RDH	   y	   retinaldehído	   deshidrogenasas	   o	   RALDH)	   y	   por	   la	   degradación	  
mediante	  la	  actuación	  de	  proteínas	  CYP26	  (citocromo	  P450	  subfamilia	  26).	  El	  gen	  Raldh2	  se	  
expresa	  en	  el	  mesénquima	  que	   rodea	   los	  arcos	  branquiales,	  desde	  el	  borde	  posterior	  del	  
segundo	   arco	   branquial	   hasta	   el	   sexto,	   y	   en	   el	   endodermo	   que	   lo	   recubre.	   Ratones	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mutantes	  para	  Raldh2	  presentan	  un	  desarrollo	  anormal	  de	  todas	  las	  estructuras	  derivadas	  
de	   los	   arcos	   3º,	   4º	   y	   6º	   incluyendo	   los	   sacos	   faríngeos	   (Niederreither	   y	   cols.,	   2003).	   El	  
mismo	  fenotipo	  es	  producido	  por	  el	   tratamiento	  de	  embriones	  silvestres	  con	  BMS493	  (un	  
antagonista	  de	   las	   proteínas	   receptoras	  RAR)	   (Wendling	   y	   cols.,	   2000).	  Además,	   entre	   los	  
genes	  que	  se	  expresan	  en	  la	  región	  de	  los	  arcos	  branquiales	  y	  que	  resultan	  afectados	  tanto	  
en	   el	  mutante	  Raldh2	   como	   en	   los	   embriones	   tratados	   con	   BMS493	   ,	   se	   encuentran	   los	  
genes	  Hoxa1	  y	  Hoxb1	  que	  están	  bajo	  el	  control	  de	  elementos	  RARE.	  	  
En	   conjunto,	   todas	   estas	   	   evidencias	   confirman	   la	   importante	   implicación	   de	   la	   vía	   de	  
señalización	  del	  ácido	  retinoico	  en	  la	  regulación	  de	  los	  genes	  relacionados	  con	  el	  desarrollo	  
craneofacial	  en	  vertebrados.	  
	  
3.2	  Origen	  y	  desarrollo	  del	  páncreas.	  
El	   páncreas	   es	   un	   órgano	   glandular	   situado	   en	   la	   cavidad	   abdominal	   que	   cumple	  
importantes	  funciones	  en	  el	  sistema	  digestivo	  y	  el	  sistema	  endocrino	  de	  los	  vertebrados.	  Es	  
a	   la	   vez	   una	   glándula	   endocrina,	   que	   produce	   hormonas	   como	   insulina,	   glucagón,	  
somatostatina	  y	  el	  polipéptido	  pancreático,	  y	  un	  órgano	  digestivo,	  que	  produce	  y	  secreta	  el	  
jugo	  pancreático,	  que	  contiene	  enzimas	  digestivas	  que	  ayudan	  a	  la	  digestión	  y	  absorción	  de	  
carbohidratos,	  proteínas,	  lípidos	  y	  ácidos	  nucleicos	  en	  el	  intestino	  delgado.	  	  
La	  función	  exocrina	  es	  llevada	  a	  cabo	  por	  células	  secretoras	  dispuestas	  en	  acinos	  repartidos	  
por	   el	   parénquima	   pancreático	   (Fig.	   i7b).	   Estas	   células	   acinares	   producen	   el	   jugo	  
pancreático	  que,	  en	  humanos,	  es	  drenado	  a	  través	  de	  una	  red	  de	  ductos	  que	  desembocan	  
en	  el	  conducto	  pancreático	  o	  de	  Wirsung,	  que	  se	  comunica	  con	  el	  duodeno	  a	  través	  de	   la	  
papila	  de	  Vater,	  o	  que	  desembocan	  en	  el	  conducto	  pancreático	  accesorio	  o	  de	  Santorini	  que	  
se	  comunica	  con	  el	  duodeno	  a	  través	  de	  la	  papila	  menor	  (Fig.	  i7a).	  El	  jugo	  pancreático	  está	  
formado	  por	  agua	  y	  bicarbonato,	  que	  neutraliza	  el	  pH	  ácido	  del	  quimo	  al	  llegar	  al	  duodeno,	  
y	   por	   numerosas	   enzimas	   digestivas	   como	   lipasas,	   amilasas,	   proteasas,	   ribonucleasas	   y	  
desoxirribonuecleasas.	  Todas	  estas	  enzimas	  son	  producidas	  y	  secretadas	  en	  forma	  inactiva,	  
pasando	  a	  activarse	  una	  vez	  que	  han	  llegado	  al	  duodeno.	  
Por	   otro	   lado,	   la	   función	   endocrina	   del	   páncreas	   es	   llevada	   a	   cabo	   por	   distintos	   tipos	  
celulares	  (α, β, δ, ε	  y	  PP)	  encargados	  de	  producir	  y	  segregar	  diferentes	  tipos	  de	  hormonas	  y	  
Introducción	  
	   	   	   15	  
dispuestos	  en	  humanos	  en	  estructuras	   llamadas	  islotes	  pancreáticos	  o	  de	  Langerhans	  (Fig.	  
i7d)	  Así	  las	  células	  α producen	  glucagón,	  que	  tiene	  como	  función	  aumentar	  los	  niveles	  de	  	  
glucemia	  y	  las	  células	  β	  producen	  insulina,	  destinada	  por	  el	  contrario	  a	  disminuir	  los	  niveles	  
de	   glucosa	   en	   sangre	   y	   permitir	   la	   absorción	   y	   utilización	   de	   ésta	   por	   otras	   células	   del	  
cuerpo.	   Por	   su	   parte,	   las	   células	   Δ	   producen	   somatostatina,	   que	   tiene	   como	   función	   la	  
inhibición	  de	   la	  producción	  de	   insulina	  y	  glucagón	  y	  de	   la	  contracción	  del	  músculo	   liso	  del	  
tubo	   digestivo	   y	   la	   vesícula	   biliar	   cuando	   la	   digestión	   ha	   finalizado,	   las	   células	   PP	   que	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Fig.	  i7:	  Anatomía,	  histología	  y	  origen	  embrionario	  del	  páncreas.	  A:	  Representación	  
de	  la	  anatomía	  del	  páncreas	  humano.	  B:	  Estructura	  y	  componentes	  celulares	  de	  un	  
acino,	   la	  unidad	   funcional	  del	  páncreas	  exocrino.	  C:	   Localización	  de	   los	  primordios	  
pancreáticos	   dorsal	   y	   ventral	   en	   un	   embrión	   humano	   de	   alrededor	   de	   36	   días	   de	  
gestación.	   D:	   Sección	   histológica	   del	   páncreas	   humano	   adulto	   teñida	   con	   floxina.	  
Modificado	  de	  Slack	  1995.	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segregan	  el	  polipéptido	  pancreático	  destinado	  a	  regular	  la	  secreción	  enxocrina	  del	  páncreas	  
y	   las	   células	   ε que	   producen	   ghrelina	   que	   tiene	   entre	   otras	   funciones	   la	   regulación	   de	   la	  
ingesta	  y	  el	  peso	  corporal.	  
	  
3.2.1	  Organogénesis	  del	  páncreas.	  
La	  organogénesis	  del	  páncreas	  comienza	  con	  el	  desarrollo	  de	  dos	  primordios	  que	  surgen	  a	  
partir	  del	  endodermo	  en	   las	  zonas	  dorsal	  y	  ventral	  del	  duodeno.	  El	  primordio	  pancreático	  
ventral	  surge	  de	  la	  zona	  adyacente	  al	  divertículo	  hepático,	  mientras	  que	  el	  dorsal	  aparece	  
en	   la	  cara	  opuesta	  del	   tubo	  digestivo	   (Fig.	   i7c).	  A	  pesar	  de	  que	   la	  aparición	  del	  primordio	  
pancreático	   ventral	   ocurre	   algo	   después,	   su	   desarrollo	   es	   el	  mismo	   que	   el	   del	   primordio	  
dorsal	  aunque	  un	  poco	  desplazado	  en	  el	  tiempo.	  A	  medida	  que	  ambos	  primordios	  crecen,	  
éstos	   generan	  nuevas	  protuberancias	  que	   van	   conformando	  una	  estructura	  de	   conductos	  
altamente	   ramificada	   (Spooner	   y	   cols.,	   1970).	   Posteriormente,	   a	   consecuencia	   de	   la	  
posterior	  torsión	  del	  estómago	  y	  el	  duodeno,	  el	  primordio	  ventral	  varía	  progresivamente	  su	  
posición	  hasta	  hacer	  contacto	  y	  fusionarse	  con	  el	  primordio	  dorsal	  (Slack,	  1995),	  (Fig.	  i8).	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Fig.	   i8:	   Organogénesis	   del	   páncreas	   humano.	   	   Representación	   del	   origen	   de	   los	  
primordios	   pancreáticos	   ventral	   y	   dorsal	   y	   de	   su	   fusión	   tras	   el	   proceso	   de	   torsión	  
que	   sufre	   el	   tubo	   digestivo.	   Adaptado	   de	   “Medical	   Embryology	   Langman	   9th	  
edition”,	  2003.	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A	   pesar	   de	   que	   ciertos	   productos	   pancreáticos	   como	   la	   amilasa	   no	   comienzan	   a	   ser	  
generados	   hasta	   estadíos	   avanzados	   del	   desarrollo,	   diversos	   marcadores	   de	   células	  
diferenciadas	  pueden	  ser	  detectados	  a	  lo	  largo	  de	  todo	  el	  desarrollo	  del	  páncreas	  en	  lo	  que	  
ha	   sido	   denominado	   el	   “estado	   protodiferenciado”	   (Pictet	   y	   cols.,	   1972;	   Gittes	   y	   	   Rutter,	  
1992).	   Las	   células	   endocrinas	   por	   ejemplo,	   pueden	   ser	   detectadas	   desde	   estadíos	  
tempranos	   de	  manera	   individual	   asociadas	   a	   los	   ductos,	   pudiendo	   encontrarse	   formando	  
islotes	   solamente	  al	   final	  del	  desarrollo	   (Herrera	  y	   cols.,	  1991).	   Se	  ha	  demostrado	  que	  en	  
ratón,	   la	  expresión	  de	  glucagón	  e	   insulina	  comienza	  en	  el	  tejido	  pancreático	  en	  desarrollo	  
en	   estadíos	   muy	   tempranos,	   antes	   del	   inicio	   de	   la	   formación	   de	   la	   red	   de	   ductos.	   Sin	  
embargo,	   esta	   primera	   oleada	   de	   células	   endocrinas	   no	   expresan	   marcadores	   células	  
endocrinas	  maduras	  y	  aunque	  su	  destino	  final	  aún	  no	  está	  claro,	  se	  cree	  que	  no	  contribuyen	  
a	  la	  formación	  de	  los	  islotes	  pancreáticos	  maduros.	  Más	  adelante	  en	  el	  desarrollo,	  durante	  
la	   etapa	   denominada	   “transición	   secundaria”,	   se	   produce	   una	   segunda	   oleada	   de	  
diferenciación	  que	  genera	  un	  drástico	  incremento	  en	  el	  número	  de	  células	  endocrinas	  en	  el	  
epitelio	   ductal.	   Hacia	   el	   final	   de	   la	   gestación,	   éstas	   células	   endocrinas	   se	   desprenden	   del	  
epitelio	   del	   que	   se	   originan,	   migran	   hacia	   del	   tejido	   acinar	   circundante	   y	   se	   organizan	  
formando	  islotes	  (Herrera,	  2000;	  Herrera	  y	  cols.,	  1994;	  Lee	  y	  cols.,	  1999;	  Pang	  y	  cols.,	  1994;	  
Wilson	  y	  cols.,	  2002).	  	  
	  
3.2.2	  Procesos	  de	  diferenciación	  celular	  en	  el	  desarrollo	  del	  páncreas.	  
Durante	   la	  embriogénesis,	  el	  endodermo	  pancreático	  entra	  en	  contacto	  con	  varios	  tejidos	  
de	   origen	   mesodérmico	   que	   participan	   en	   la	   especificación,	   la	   proliferación	   y	   la	  
morfogénesis	   del	   epitelio	   pancreático,	   por	   lo	   que	   todos	   los	   procesos	   de	   organogénesis	   y	  
diferenciación	  que	  ocurren	  durante	  su	  desarrollo	  dependen	  tanto	  de	  señales	  intrínsecas	  al	  
propio	   tejido	   pancreático	   como	   de	   la	   intervención	   de	   señales	   provenientes	   de	   tejidos	  
circundantes.	   Se	   cree	   que	   las	   células	   progenitoras	   que	   dan	   lugar	   a	   todas	   las	   céluas	  
endocrinas	   y	   exocrinas	   se	   localizan	   el	   epitelio	   ductal.	   Sin	   embargo,	   aún	   no	   esta	   claro	   si	  
todas	   o	   alguna	   de	   estas	   células	   son	   realmente	   multipotentes	   con	   la	   capacidad	   de	  
diferenciarse	  en	  cualquiera	  de	  los	  tipos	  celulares	  pancreáticos	  o	  si	  esos	  progenitores	  ya	  han	  
sido	  especificados	  y	  destinados	  a	  pertenecer	  a	  un	  linaje	  pancreático	  en	  concreto.	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Regionalización	  del	  endodermo	  y	  especificación	  de	  los	  progenitores	  pancreáticos.	  
Inicialmente,	  el	  epitelio	  pancreático	  progenitor	  temprano	  se	  expande	  y	  durante	  esta	  fase,	  la	  
mayoría	  de	   las	  células	  de	  este	  dominio	  expresan	   los	   factores	  de	   transcripción	  Pdx1,	  Sox9,	  
Ptf1a,	   Hnf1b,	   Hes1	   y	   Nkx6.1	   (Seymour	   y	   cols.,	   2007;	   Hald	   y	   cols.,	   2008;	   Jonsson	   y	   cols.,	  
1994;	  Haumaitre	  y	   cols.,	   2005;	  Apelqvist	   y	   cols.,	   1999;	   Sander	  y	   cols.,	   2000).	   Se	   sabe	  que	  
muchos	  factores	  involucrados	  en	  la	  regionalización	  del	  endodermo	  en	  etapas	  tempranas	  del	  
desarrollo	   tienen	   a	   la	   vez	   importantes	   funciones	   tanto	   en	   etapas	   tardías	   de	   la	  
organogénesis	  como	  en	  el	  funcinamiento	  del	  tejido	  adulto	  (Guz	  y	  	  cols.,	  1995;	  Offield	  y	  cols.,	  
1996;	  Wu	  y	  cols.,	  1997).	  Éste	  es	  el	  caso	  del	  gen	  Pdx1,	  cuyos	  niveles	  de	  expresión	  sufren	  un	  
incremento	  selectivo	  en	  las	  células	  β	  durante	  las	  fases	  finales	  del	  desarrollo,	  manteniendo	  
niveles	  bajos	  en	  el	  tejido	  acinar	  circundante	  (Guz	  y	  	  cols.,	  1995;	  Offield	  y	  cols.,	  1996;	  Wu	  y	  
cols.,	   1997).	   Durante	   estas	   fases	   del	   desarrollo	   pancreático,	   Pdx1	   está	   involucrado	   en	   la	  
regulación	   de	   las	   proporciones	   entre	   los	   diferentes	   tipos	   celulares	   endocrinos	   (Gannon	   y	  
cols.,	  2008).	  Además	  Pdx1	  es	  necesario	  para	  la	  maduración	  y	  funcionamiento	  de	  las	  células 
β (Ahlgren	  y	  cols.,	  1998;	  Dutta	  y	  cols.,	  1998;	  Stoffers	  y	  cols.,	  1997;	  Stoffers	  y	  cols.,	  1998).	  En	  
esta	   misma	   línea	   apuntan	   resultados	   que	   demuestran	   que	   Pdx1	   regula	   la	   expresión	   de	  
multitud	   de	   genes	   importantes	   para	   el	   desarrollo	   y	   el	   correcto	   funcionamiento	   de	   las	  
células	  β como	   insulina,	  Pax4,	   IRGP,	  Maf4,	  glucokinasa	  o	   glut2	   (Chakrabarti	   y	   cols.,	   2002;	  
Martin	  y	  cols.,	  2004;	  Ohlsson	  y	  cols.,	  1993;	  Raum	  y	  cols.,	  2006;	  Smith	  y	  cols.,	  2000).	  
Durante	   la	   regionalización	   del	   endodermo,	   un	   subconjunto	   de	   células	   del	   dominio	   de	  
expresión	   de	   Pdx1	   comienzan	   a	   expresar	   el	   factor	   de	   transcripción	   Ptf1a.	   Éstas	   células	  
Pdx1+/Ptf1a+	   darán	   lugar	   a	   los	   primordios	   pancreáticos	   y	   a	   todos	   los	   tipos	   celulares	  
existentes	   en	   el	   páncreas,	   mientras	   que	   las	   células	   Pdx1+/Ptf1a-­‐	   contribuirán	   por	   el	  
contrario	  a	   la	   formación	  del	   estómago	  y	  el	   duodeno	   (Burlinson	  y	   cols.,	   2008).	  A	  pesar	  de	  
que	   en	   principio	   se	   pensó	   que	   Ptf1a	   sólo	   era	   necesario	   para	   el	   desarrollo	   de	   las	   células	  
acinares,	  existen	  datos	  que	  revelan	  que	  es	  indispensable	  para	  la	  especificación	  del	  páncreas	  
y	   para	   el	   desarrollo	   tanto	   de	   las	   células	   exocrinas	   como	   endocrinas	   (Kawaguchi	   y	   cols.,	  
2002;	  Krapp	  y	  cols.,	  1998).	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Determinación	  de	  los	  progenitores	  exocrinos	  y	  endocrinos.	  
La	  diferenciación	  de	  las	  células	  progenitoras	  del	  epitelio	  ductal	  está	  regulada	  por	  la	  vía	  de	  
señalización	  Notch-­‐Delta	   (Apelqvist	   y	   cols.,	   1999;	   Jensen	   y	   cols.,	   2000).	   Inicialmente,	   las	  
células	   progenitoras	   expresan	   tanto	   el	   receptor	   Notch	   como	   su	   ligando	   Delta	   a	   bajos	  
niveles,	   pero	   interacciones	  entre	   células	   adyacentes	   llevan	  a	   la	   sobreexpresión	  al	   azar	  de	  
uno	   de	   los	   dos	   elementos.	   La	   vía	   de	   señalización	   Notch	   tiene	   como	   diana,	   entre	   otros	  
muchos,	   al	   gen	   Hes1	   que	   es	   capaz	   de	   inhibir	   la	   expresión	   del	   factor	   de	   transcripción	  
proendocrino	   Ngn3	   (Jensen	   y	   cols.,	   2000).	   Aquellas	   células	   en	   las	   que	   Ngn3	   no	   llega	   a	  
activarse	  permanecen	  en	  estado	   indiferenciado,	  mientras	  que	   los	  progenitores	  en	   los	  que	  
Ngn3	   es	   expresado	  activan	  el	   programa	  de	  diferenciación	  endocrino	   y	   se	  desprenden	  del	  
epitelio	   ductal,	   de	   manera	   que	   todos	   los	   tipos	   celulares	   endocrinos	   proceden	   de	  
progenitores	   que	   expresan	   Ngn3.	   Actualmente,	   Ngn3	   es	   considerado	   el	   marcador	   más	  
temprano	  de	  células	  progenitoras	  endocrinas	  (Gradwohl	  y	  cols.,	  2000;	  Gu	  y	  cols.,	  2002).	  
Además	   del	   papel	   que	   juega	  Ptf1a	   en	   la	   adquisición	   de	   la	   identidad	   por	   parte	   del	   tejido	  
endodérmico	  que	  dará	  lugar	  a	  los	  primordios	  pancreáticos,	  este	  gen	  es	  también	  de	  especial	  
importancia	   para	   la	   diferenciación	   de	   las	   células	   pancreáticas	   exocrinas,	   ya	   que	   diversos	  
estudios	  muestran	  que	  son	  necesarios	  altos	  niveles	  de	  Ptf1a	  para	  inducir	  la	  transformación	  
de	  progenitores	  pancreáticos	  en	  células	  exocrinas	  y	  a	  la	  vez	  reprimir	  su	  especificación	  como	  
tejido	  endocrino	  (Dong	  y	  cols.,	  2008;	  Fukuda	  y	  cols.,	  2008;	  Beres	  y	  cols.,	  2006;	  Masui	  y	  cols.,	  
2007).	  Además	  también	  se	  ha	  demostrado	  que	  Ptf1a	  es	  capaz	  de	  unirse	  a	   los	  promotores	  
de	   varios	   genes	   expresados	   en	   tejido	   exocrino	   como	   elastasa	   o	   tripsina	   (Cockell	   y	   cols.,	  
1989;	  Krapp	  y	  cols.,	  1996)	  y	  que	  ratones	  mutantes	  para	  Ptf1a	  no	  llegan	  a	  desarrollar	  tejido	  
acinar	  (Krapp	  y	  cols.,	  1998).	  	  
De	   manera	   opuesta	   a	   Ptf1a,	   el	   gen	   Prox1	   se	   expresa	   a	   altos	   niveles	   en	   progenitores	  
endocrinos,	   presentando	   bajos	   niveles	   de	   expresión	   en	   las	   células	   exocrinas	   en	  
diferenciación	   (Burke	   y	   Oliver,	   2002).	   La	   pérdida	   de	   la	   expresión	   de	   Prox1	   conlleva	   una	  
drástica	  reducción	  en	  el	  número	  de	  células	  que	  sufren	  la	  segunda	  oleada	  de	  diferenciación	  
y	  un	  aumento	  asociado	  en	  el	  número	  de	  células	  acinares	  diferenciadas	  (Wang	  y	  cols.,	  2005).	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Regulación	  de	  la	  diferenciación	  endocrina.	  
La	  diferenciación	  de	  las	  distintas	  células	  productoras	  de	  hormonas	  a	  partir	  de	  progenitores	  
endocrinos	  parece	  estar	   temporalmente	   regulada	   ya	  que	   la	   aparición	  de	   cada	  uno	  de	   los	  
tipos	  celulares	  se	  produce	  de	  manera	  secuencial,	  comenzando	  por	  las	  células	  α	  y	  seguidas	  
por	  las	  células	  β, δ	  y	  PP	  (Johansson	  y	  cols.,	  2007).	  
Se	  cree	  que	   la	  generación	  de	   las	  células	  α	   y β	  está	   regulada	  por	   la	  acción	  opuesta	  de	   los	  
factores	  de	   transcripción	  Pax4	   y	  Arx.	  Pax4	   es	   imprescindible	  para	   la	  diferenciación	  de	   las	  
células	  β	  durante	   la	   transición	  secundaria	   (Sosa-­‐Pineda	  y	  cols.,	  1997;	  Wang	  y	  cols.,	  2004),	  
aunque	  varios	  experimentos	  muestran	  que	  las	  células	  Pax+	  dan	  lugar	  a	  las	  células	  α,  β y	  ε	  lo	  
que	  sugiere	  que	  Pax4	  se	  expresa	  en	  progenitores	  endocrinos	  pluripotentes.	  A	  diferencia	  de	  
Pax4,	   la	  expresión	  de	  Arx	  en	  los	  progenitores	  endocrinos,	  activada	  por	  Ngn3,	  promueve	  la	  
diferenciación	  de	  células	  α (Wang	  y	  cols.,	  2008).	  
Pax6	  es	  otro	  elemento	  involucrado	  en	  la	  diferenciación	  de	  los	  progenitores	  endocrinos.	  Este	  
factor	   de	   transcripción	   se	   expresa	   en	   el	   epitelio	   pancreático	   temprano	   y	   más	   tarde	   en	  
células	   del	   linaje	   endocrino	   (Jensen	   y	   cols.,	   2000;	   St-­‐Onge	   y	   cols.,	   1997;	   Turque	   y	   cols.,	  
1994).	  Aunque	  Pax6	  se	  expresa	  en	  células	  productoras	  de	  glucagón	  e	   insulina,	  parece	  que	  
sólo	   es	   imprescindible	   para	   la	   diferenciación	   de	   las	   células	   α.	   Además	   Pax6	   parece	   ser	  
importante	   para	   la	   expansión	   de	   la	   población	   celular	   endocrina	   en	   su	   conjunto	   (Heller	   y	  
cols.,	  2005;	  Heller	  y	  cols.,	  2004)	  y	  la	  reducción	  de	  sus	  niveles	  de	  expresión	  parece	  dirigir	  el	  
destino	  de	  los	  progenitores	  endocrinos	  a	  diferenciarse	  a	  células	  ε (Heller	  y	  cols.,	  2005).	  
Otra	  molécula	  que	  participa	  en	  la	  especificación	  de	  las	  células	  β	  es	  el	  factor	  de	  transcripción	  
Nkx2.2.	   Éste	   regula	   la	   diferenciación	   de	   las	   células	  β de	  manera	   paralela	   a	  Pax4	   (Wang	   y	  
cols.,	  2004)	  y	  aunque	  su	  presencia	  puede	  ser	  detectada	  en	  todas	  las	  células	  productoras	  de	  
hormonas	   excepto	   en	   las	   células	   δ, sólo	   es	   esencial	   para	   la	   diferenciación	   de	   las	   células	  
productoras	  de	  insulina.	  También	  ha	  podido	  demostrarse	  que	  Nkx2.2	  regula	  la	  expresión	  de	  
otro	   miembro	   de	   la	   misma	   famila	   de	   proteínas,	   el	   factor	   de	   transcripción	   Nkx6.1,	   que	  
controla	  a	  su	  vez	  la	  expresión	  de	  Ngn3	  y	  que	  promueve	  la	  especificación	  de	  las	  células	  β	  a	  
partir	  de	  progenitores	  Pdx1+	  (Henseleit	  y	  cols.,	  2005).	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Factores	  procedentes	  del	  mesodermo	  implicados	  en	  el	  desarrollo	  pancreático.	  
La	   supresión	   de	   la	   actividad	   de	   la	   vía	   de	   señalización	  Wnt	   en	   el	   endodermo	   anterior	   es	  
necesaria	   para	   el	   desarrollo	   tanto	   del	   hígado	   como	   del	   páncreas (McLin	   y	   cols.,	   2007).	  
Durante	  la	  fase	  de	  regionalización	  del	  endodermo,	  los	  tejidos	  mesodérmicos	  que	  rodean	  el	  
tubo	   digestivo	   en	   formación	   secretan	   moléculas	   señalizadoras	   que	   promueven	   la	  
organogénesis	  del	  páncreas	  y	  el	  hígado	  a	  partir	  de	  una	  región	  común	  del	  endodermo.	  Por	  
ejemplo,	  en	  la	  parte	  ventral	  del	  tubo	  digestivo	  anterior	  en	  desarrollo,	  proteínas	  de	  la	  familia	  
de	   las	  BMP	  (BMP4	  en	  ratón	  y	  BMP2	  en	  pez	  cebra	  y	  pollo),	  secretadas	  por	  el	  mesénquima	  
del	   septo	   transverso,	   y	   Fgf1/2,	   producidos	   por	   el	   mesodermo	   cardíaco,	   inducen	   el	  
desarrollo	   del	   hígado	   mientras	   que	   inhiben	   la	   activación	   del	   programa	   de	   desarrollo	  
pancreático	   (Chung	   y	   cols.,	   2008;	   Deutsch	   y	   cols.,	   2001;	   Rossi	   y	   cols.,	   2001;	   Shin	   y	   cols.,	  
2007;	   Zhang	   y	   cols.,	   2004).	   Además	   trabajos	   realizados	   en	  Xenopus	  han	   identificado	   a	   la	  
proteína	   correpresora	   TGIF2	   como	   factor	   que	   actúa	   limitando	   la	   señalización	   de	   las	  
proteínas	   BMP	   en	   el	   endodermo	   y	   promoviendo	   la	   activación	   de	   genes	   pro-­‐pancreáticos	  
(Spagnoli	  y	  Brivanlou,	  2008).	  
Varios	  estudios	  han	  mostrado	  también	  cómo	  señales	  procedentes	  de	  la	  notocorda	  inducen	  
la	   formación	   del	   páncreas.	   Desde	   su	   formación,	   la	   notocorda	   está	   en	   contacto	   con	   el	  
endodermo	   prepancrático	   hasta	   la	   fase	   en	   la	   que	   las	   dos	   aortas	   dorsales	   se	   fusionan	  
colocándose	  entre	  la	  notocorda	  y	  el	  endodermo.	  La	  notocorda	  participa	  en	  la	  inducción	  de	  
la	  formación	  del	  páncreas	   inhibiendo	   la	  expresión	  del	  morfógeno	  sonic	  hedgeoh	  (Shh)	  por	  
parte	  del	  endodermo	  subyacente	  (Hebrok	  y	  cols.,	  1998).	  La	  retirada	  de	  Shh	  del	  endodermo	  
pancreático	   es	   necesaria	   para	   evitar	   la	   adquisición	   de	   identidad	   intestinal	   por	   parte	   del	  
endodermo	   prepancreático	   (Apelqvist	   y	   cols.,	   1997).	   Tras	   la	   fusión	   de	   las	   dos	   aortas	  
dorsales,	  la	  notocorda	  deja	  de	  estar	  en	  contacto	  con	  el	  endodermo	  prepancreático.	  En	  esta	  
fase,	   señales	   producidas	   por	   las	   células	   endoteliales	   aórticas	   son	   necesarias	   para	   el	  
mantenimiento	  de	  la	  expresión	  de	  Pdx1,	  la	  generación	  del	  primordio	  pancreático	  dorsal	  y	  el	  
comienzo	   de	   la	   expresión	   de	  Ptf1a	   e	   insulina	   (Lammert	   y	   cols.,	   2001;	   Yoshitomi	   y	   Zaret,	  
2004).	  Las	  señales	  producidas	  por	  la	  aorta	  regulan	  las	  interacciones	  entre	  el	  endodermo	  y	  el	  
mesénquima	   que	   lo	   rodea,	   ya	   que	   el	   endotelio	   induce	   la	   expresión	   del	   factor	   Fgf10	   por	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parte	   del	   mesodermo,	   que	   resulta	   necesario	   para	   la	   proliferación	   de	   los	   progenitores	  
pancreáticos	  y	  el	  crecimiento	  y	  la	  ramificación	  del	  epitelio	  (Jacquemin	  y	  cols.,	  2006).	  
La	  vía	  de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico	  tiene	  también	  importantes	  papeles	  en	  diferentes	  
fases	   del	   desarrollo	   pancreático.	   El	   AR	   producido	   por	   el	   mesodermo	   que	   rodea	   al	   tubo	  
digestivo	  en	  formación	  está	  relacionado	  con	  la	  regionalización	  de	  esa	  parte	  del	  endodermo,	  
ya	  que	  se	  ha	  visto	  que	  el	  tratamiento	  de	  embriones	  de	  Xenopus	  o	  D.	  rerio	  con	  RA	  porduce	  la	  
expansión	  del	  dominio	  endodérmico	  prepancrético	  hacia	  la	  región	  anterior	  (Stafford	  y	  cols.,	  
2004).	   También	   se	   ha	   demostrado	   que	   al	   interferir	   con	   la	   vía	   de	   señalización	   del	   AR,	   se	  
produce	   una	   pérdida	   de	   la	   expresión	   de	   Pdx1,	   el	   marcador	   endocrino	   temprano	   Isl1	   e	  
insulina	  (Stafford	  y	  Prince,	  2002;	  Stafford	  y	  cols.,	  2006).	  Además	  de	  las	  funciones	  tempranas	  
que	  tiene	  durante	  la	  regionalización	  del	  endodermo	  y	  la	  especificación	  pancreática,	  el	  AR	  es	  
importante	   para	   regular	   el	   establecimiento	   de	   las	   proporciones	   correctas	   de	   células	  
endocrinas	  y	  exocrinas	   (Chen	  y	  cols.,	  2004;	  Kadison	  y	  cols.,	  2001;	  Kobayashi	  y	  cols.,	  2002;	  
Tulachan	  y	  cols.,	  2003;	  Ostrom	  y	  cols.,	  2008).	  
	  
3.2.3	  Desarrollo	  del	  páncreas	  en	  pez	  cebra.	  
En	  los	  últimos	  tiempos,	  el	  pez	  cebra	  se	  ha	  convertido	  en	  una	  especie	  modelo	  muy	  popular	  
para	   estudiar	   el	   desarrollo	   embrionario	   de	   vertebrados.	   Las	   larvas	   de	   D.	   rerio	   son	  
transparentes	  y	   se	  desarrollan	   fuera	  de	   la	  madre,	  por	   lo	  que	  el	  análisis	  de	   las	  estructuras	  
embrionarias	  en	  desarrollo	  in	  vivo	  resulta	  de	  gran	  facilidad.	  Además,	  en	  los	  últimos	  años	  de	  
han	   desarrollado	   herramientas	   potentes	   y	   de	   sencilla	   utilización	   para	   el	   estudio	   del	  
desarrollo	   embrionario	   del	   pez	   cebra	   como	   la	   generación	   de	   animales	   transgénicos	   o	   el	  
bloqueo	  selectivo	  de	  la	  expresión	  génica.	  Estas	  características	  hacen	  de	  este	  organismo	  una	  
especie	  modelo	  ideal	  para	  el	  estudio	  del	  desarrollo	  pancreático.	  
	  
Morfogénesis	  del	  páncreas	  en	  pez	  cebra.	  
El	   páncreas	   del	   pez	   cebra	   presenta	   una	   estructura	   clásica	   con	   un	   componente	   exocrino,	  
integrado	  por	  células	  acinares	  y	  una	  red	  de	  ductos,	  y	  un	  componente	  endocrino,	  con	  células	  
α, , δ, ε	   y	   PP,	   que	   expresan	   y	   segregan	   glucagón,	   insulina,	   somatostatina,	   ghrelina	   y	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polipéptido	   pancreático	   respectivamente	   (Biemar	   y	   cols.,	   2001;	   Argenton	   y	   cols.,	   1999;	  
Pauls	  y	  cols.,	  2007;	  Devos	  y	  cols.,	  2002).	  	  
Los	   tejidos	   endocrino	   y	   exocrino	   del	   páncreas	   del	   pez	   cebra	   se	   originan	   a	   partir	   de	   dos	  
primordios	  que,	  al	   igual	  que	  en	  mamíferos,	  emergen	   secuencialmente	  de	  áreas	   contiguas	  
del	   tubo	  digestivo	  en	   formación	  en	  dos	  momentos	  diferentes	  del	  desarrollo.	  El	  primordio	  
posterodorsal	  es	  el	  primero	  en	  aparecer	  (Fig.	  i9)	  y	  se	  forma	  a	  partir	  de	  dos	  grupos	  de	  células	  
que	  emergen	  de	  los	  laterales	  de	  la	  gástrula	  y	  que	  terminan	  convergiendo	  en	  la	  línea	  media	  
del	  embrión	  mientras	  expresan	  pdx1	  (Biemar	  y	  cols.,	  2001).	  Esta	  fusión	  de	  los	  dos	  grupos	  de	  
células	  ocurre	   en	  el	   estadío	  de	  16	   somitos.	  Más	   tarde,	   en	  el	   estadío	  de	  24	   somitos	   estas	  
células	   conforman	   el	   primordio	   que	   emerge	   en	   posición	   dorsal	   al	   tubo	   digestivo.	   Éste	  
primordio	  da	  lugar	  a	  tejido	  endocrino	  que	  sintetiza	   las	  hormonas	  pancreáticas	  principales.	  
Posteriormente,	  entre	  las	  24	  y	  las	  48	  hpf	  (horas	  postfertilización)	  el	  primordio	  dorsal	  queda	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Fig.	   i9:	   Organogénesis	   del	   páncreas	   en	   pez	   cebra.	   Vistas	   ventrales	   de	   la	   zona	  
hepato-­‐pancreática	   de	   embriones	   de	   pez	   cebra	   orientados	   con	   la	   región	   anterior	  
hacia	  arriba,	  en	  diferentes	  momentos	  del	  desarrollo.	  A-­‐D:	  imágenes	  de	  microscopía	  
confocal	   de	   embriones	   transgénicos	   que	   expresan	   GFP	   en	   el	   tubo	   digestivo.	   E-­‐H:	  
hibridaciones	   in	   situ	   utilizando	   una	   sonda	   anti-­‐pdx1.	   El	   primordio	   posterodorsal	  
(punta	  de	  flecha)	  es	  claramente	  visible	  a	  las	  34	  horas	  post-­‐fertilización	  (hpf)	  (A)	  y	  a	  
las	  40	  hpf	   (B),	  pero	  queda	  oculto	  por	  el	  primordio	  anteroventral	   (flecha)	   	   a	   las	  44	  
hpf.	  Pdx1	  se	  expresa	  en	  ambas	  estructuras	  tanto	  antes	  (E	  y	  F),	  como	  después	  (G	  y	  H)	  
de	  entrar	  en	  contacto.	  A	  las	  52	  hpf,	  (D	  y	  H)	  	  el	  páncreas	  aparece	  ya	  como	  una	  única	  
estructura.	  (h:	  hígado).	  Modificado	  de	  Field	  y	  cols.,	  2003.	  
	  
	  
Introducción	  
	  
	  24	  
desplazado	  al	  lado	  derecho	  del	  tubo	  digestivo.	  A	  las	  48	  hpf,	  el	  primer	  islote	  pancreático	  ya	  
está	  organizado	  presentando	  la	  misma	  estructura	  que	  un	  islote	  de	  mamífero,	  con	  células	  β 
y δ rodeando	  a	  un	  conjunto	  central	  de	  células α. 
El	   segundo	  primordio	   emerge	   a	   las	   40	  hpf	   a	   partir	   de	   la	   región	   ventral	   del	   área	  del	   tubo	  
digestivo	   inmediatamente	   anterior	   al	   primer	   islote	   pancreático	   en	   formación.	   Este	  
primordio	  antero-­‐ventral	  da	  lugar	  al	  tejido	  exocrino	  y	  los	  ductos	  pancreáticos	  y,	  más	  tarde,	  
a	  un	  pequeño	  conjunto	  de	  células	  endocrinas	  en	  estrecha	  relación	  con	   los	  ductos	   (Field	  y	  
cols.,	   2003).	   Tras	   su	   aparición,	   el	   segundo	   primordio	   crece	   en	   dirección	   posterior	   hasta	  
hacer	  contacto	  con	  el	  primordio	  postero-­‐dorsal	  y	  envolverlo	  progresivamente	  (Field	  y	  cols.,	  
2003;	  Wendik	  y	  cols.,	  2004;	  Zecchin	  y	  cols.,	  2004),	  (Fig.	  i9).	  	  
A	  diferencia	  del	  modelo	  de	   crecimiento	   ramificado	  propuesto	  para	  mamíferos,	  el	   sistema	  
de	  ductos	  intrapancreáticos	  del	  pez	  cebra	  se	  desarrolla	  a	  partir	  de	  un	  grupo	  de	  progenitores	  
que	   se	   unen,	   generando	   de	   la	   red	   de	   ductos	   pancreáticos	   mediante	   la	   morfogénesis	   no	  
polarizada	  del	  epitelio	  (Yee	  y	  cols.,	  2005;	  Pauls	  y	  cols.,	  2007).	  	  
Durante	   la	   etapa	   adulta	   de	  D.	   rerio,	   las	   células	  β	   se	   encuentran	   organizadas	   en	   un	   gran	  
islote	  pancrático	  y	  un	  grupo	  de	  pequeños	  islotes	  secundarios	  dispersos	  a	  lo	  largo	  del	  tubo	  
digestivo	  o	  rodeados	  de	  tejido	  exocrino	  (Pauls	  y	  cols.,	  2007).	  
	  
Regionalización	  del	  endodermo	  e	  inducción	  pancreática.	  
Al	  igual	  que	  ocurre	  en	  mamíferos,	  el	  primer	  paso	  en	  el	  desarrollo	  del	  páncreas	  consiste	  en	  
la	  regionalización	  antero-­‐posterior	  del	  tubo	  digestivo	  en	  formación,	  un	  proceso	  dirigido	  por	  
la	   actividad	   simultánea	   de	  múltiples	   vías	   de	   señalización	   entre	   las	   que	   se	   incluyen	   la	   vía	  
Wnt,	  del	  ácido	  retinoico,	  Bmp,	  Fgf	  y	  Shh.	  
La	   vía	   Wnt/β-­‐catenina	   está	   implicada	   en	   numerosos	   procesos	   de	   desarrollo	   con	  
importantes	   funciones	   en	   el	   control	   de	   la	   organogénesis,	   la	   proliferación	   celular	   y	   la	  
diferenciación.	  Durante	   los	  estadíos	  tempranos	  de	   la	  somitogénesis,	   la	  supresión	  de	   la	  vía	  
Wnt	   es	   necesaria	   para	   la	   correcta	   regionalización	   del	   endodermo.	   Más	   tarde,	   un	  
incremento	  de	  la	  actividad	  de	  esta	  vía	  influye	  en	  la	  toma	  de	  decisiones	  del	  destino	  celular	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promoviendo	   el	   desarrollo	   del	   hígado	   en	   detrimento	   de	   la	   formación	   del	   páncreas	  
(Goessling	  y	  cols.	  2008).	  
El	   ácido	   retinoico	   muestra	   la	   capacidad	   de	   dotar	   al	   endodermo	   anterior	   de	   identidad	  
pancreática	  (Stafford	  y	  Prince,	  2002).	  Así,	  se	  ha	  podido	  demostrar	  que	  el	  AR	  producido	  en	  el	  
mesodermo	   actúa	   de	   manera	   directa	   sobre	   el	   endodermo	   induciendo	   la	   generación	   de	  
precursores	   pancreáticos	   endocrinos	   (Stafford	   y	   cols.	   2006).	   De	   igual	   manera,	   se	   ha	  
comprobado	  que	  BMP2b	   también	  contribuye	  a	   la	   regionalización	  del	  endodermo	  anterior	  
durante	   la	  gastrulación	  de	   los	  embriones	  de	  pez	  cebra,	  actuando	  mediante	  gradientes	  de	  
concentración	  (Tiso	  y	  cols.,	  2002).	  
Experimentos	  realizados	  en	  los	  últimos	  años	  han	  arrojado	  resultados	  que	  muestran	  que	  la	  
vía	   de	   señalización	   Fgf	   también	   es	   esencial	   para	   la	   regionalización	   del	   endodermo	   y	   la	  
organogénesis	   del	   páncreas.	   Se	   ha	   podido	   detectar	   comunicación	   recíproca	   entre	   el	  
endodermo	  y	  mesodermo	  mediada	  por	  miembros	  de	  la	  familia	  Fgf	  que	  resulta	  fundamental	  
para	  la	  especificación	  del	  primordio	  pancreático	  ventral	  (Manfroid	  y	  cols.,	  2007).	  
A	  pesar	  de	  que	  hasta	  el	  momento	  existen	  pocos	  datos	  acerca	  de	  la	  interconexión	  entre	  las	  
vías	   de	   señalización	   Fgf,	   Bmp	   y	   RA	   durante	   la	   regionalización	   del	   endodermo	   y	   la	  
organogénesis	  del	  páncreas	  en	  pez	  cebra,	  existen	  trabajos	  que	  describen	  la	  actuación	  de	  Fgf	  
y	  Bmp	  aguas	  arriba	  de	   factores	  de	   la	  vía	  del	  AR,	  para	   regular	   la	   formación	  del	  páncreas	  a	  
través	   de	   la	   actividad	   integradora	   del	   factor	   de	   transcripción	   Hnf1b,	   relacionado	   con	   el	  
desarrollo	  del	  páncreas,	  el	  hígado	  y	  el	  riñón	  en	  vertebrados	  (Lokmane	  y	  cols.,	  2008).	  
Diversos	  trabajos	  realizados	  hasta	  el	  momento	  revelan	  también	  importantes	  funciones	  de	  
Shh	  en	  la	  regionalización	  del	  endodermo	  (Chung	  y	  Stainier,	  2008;	  DiIorio	  y	  cols.,	  2007;	  
Kinkel	  y	  cols.,	  2008),	  en	  la	  especificación	  	  y	  la	  diferenciación	  de	  los	  progenitores	  endocrinos	  
y	  en	  la	  morfogénesis	  del	  islote	  pancreático	  en	  pez	  cebra	  (Noel	  y	  cols.,	  2008),	  aunque	  el	  
papel	  de	  esta	  proteína	  señalizadora	  no	  ha	  aún	  sido	  claramente	  definido.	  
	  
Diferenciación	  de	  los	  progenitores	  pancreáticos	  en	  pez	  cebra.	  
Numerosos	  factores	  de	  transcripción	  como	  Pdx1,	  Ptf1a	  o	  Ngn3	  que	  actúan	  en	  el	  desarrollo	  
pancreático	  de	  ratón	  y	  humanos,	  son	  también	  expresados	  en	  D.	  rerio	  (Biemar	  y	  cols.,	  2001).	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Las	  vías	  de	  señalización	  clásicamente	  relacionadas	  más	  directamente	  con	  la	  diferenciación	  a	  
partir	   de	   precursores	   y	   con	   la	   adquisición	   de	   un	   destino	   celular	   son	   las	   vías	  Fgf	   y	  Notch.	  
Mutantes	  de	  pez	  cebra	  para	  el	  gen	  fgf10	  presentan	  un	  exceso	  de	  diferenciación	  de	  células	  
del	   linaje	   endocrino	   	   a	   costa	   de	   una	   reducción	   del	   número	   de	   células	   ductales,	   lo	   que	  
muestra	   la	   importante	   implicación	   de	   la	   vía	   Fgf	   en	   el	   desarrollo	   del	   sistema	   de	   ductos	  
hepatopancreáticos.	  
Los	  genes	  señalizadores	  de	  la	  vía	  Notch	  inhiben	  activamente	  la	  diferenciación	  de	  las	  células	  
acinares	   tanto	   en	   ratón	   como	   en	   pez	   cebra	   (Esni	   y	   cols.,	   2004).	   A	   lo	   largo	   del	  
compartimento	  endocrino,	  diferentes	   ligandos	  de	  Notch	  se	  expresan	  durante	  el	  desarrollo	  
pancreático	   temprano	   en	   ratón,	   pollo,	   Xenopus	   y	   D.	   rerio.	   Además	   se	   ha	   visto	   que	  
diferentes	   ligandos	   de	   Notch	   de	   las	   familias	   Delta	   y	   Jagged	   controlan	   la	   especificación	  
celular	  tanto	  endocrina	  como	  exocrina	  (Zecchin	  y	  cols.,	  2007).	  	  
Ngn3	  también	  ha	  sido	  analizado,	  obteniéndose	  resultados	  que	  sugieren	  que	  este	  gen	  está	  
involucrado	   en	   la	   diferenciación	  de	   las	   células	   enteroendocrinas	   del	   tubo	  digestivo	   y	   que	  
podría	  estar	  también	  relacionado	  en	  la	  diferenciación	  pancreática	  del	  pez	  cebra	  (Zecchin	  y	  
cols.,	   2007).	   Ptf1a,	   que	   también	   ha	   sido	   estudiado,	   parece	   por	   su	   parte	   inducir	   la	  
adquisición	   de	   la	   identidad	   endocrina	   o	   exocrina	   al	   expresarse	   a	   bajos	   o	   altos	   niveles	  
respectivamente	  (Dong	  y	  cols.,	  2008).	  
	  
4.	  Los	  protooncogenes	  Myc,	  Yap	  y	  TEAD	  en	  el	  desarrollo	  embrionario.	  
Para	   la	   realización	   de	   esta	   tesis	   doctoral,	   se	   ha	   centrado	   la	   atención	   en	   el	   análisis	   de	   los	  
protooncogenes	  Myc,	  YAP	  y	  TEAD	  con	  el	  objeto	  de	  profundizar	  en	  el	  conocimiento	  de	  sus	  
funciones	  durante	  el	  desarrollo	  embrionario	  de	  vertebrados.	  
4.1	  Los	  genes	  Myc	  
Inicialmente,	   el	   gen	   C-­‐myc	   fue	   descrito	   como	   el	   homólogo	   del	   oncogen	   retroviral	   v-­‐myc	  
(Bishop,	  1982;	  Bister	  y	  Jansen,	  1986;	  Sheiness	  y	  cols.,	  1978).	  Más	  tarde,	  se	  pudo	  demostrar	  
que	   éste	   se	   encuentra	   sobreactivado	   en	  multitud	   de	   tumores	   (Cole,	   1986;	  Dalla-­‐Favera	   y	  
cols.,	   1982).	   C-­‐myc	   es	   el	   miembro	   más	   estudiado	   de	   la	   familia	   de	   genes	  Myc	   a	   la	   que	  
también	  pertencen	  B-­‐Myc,	  L-­‐Myc,	  N-­‐Myc	  y	  s-­‐Myc,	  aunque	  sólo	  c-­‐Myc,	  L-­‐Myc	  y	  N-­‐Myc	  están	  
relacionados	  con	   la	   inducción	  de	  neoplasias	   (Facchini	  y	  Penn,	  1998;	  Henriksson	  y	  Luscher,	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1996;	   Marcu	   y	   cols.,	   1992;	   Spencer	   y	   Groudine,	   1991).	   El	   análisis	   de	   la	   secuencia	   de	   la	  
proteína	  c-­‐MYC	  revela	  que	  ésta	  posee	  un	  dominio	  de	  transactivación	  cerca	  del	  extremo	  N-­‐
terminal,	  necesario	  para	  al	  activación	  de	  la	  expresión	  génica	  mediante	  la	  interacción	  directa	  
con	   el	   ADN,	   y	   un	   dominio	   HLH/LZ	   (helix-­‐loop-­‐helix/leucine	   zipper)	   involucrado	   en	   la	  
interación	   proteína-­‐proteína	   en	   el	   extremo	   C-­‐terminal	   (Dang	   y	   cols.,	   1992;	   Dong	   y	   cols.,	  
1994;	  	  Ferre-­‐D’Amare	  y	  cols.,	  1994),	  (Fig.	  i10a).	  Este	  domio	  HLHLZ	  permite	  a	  c-­‐MYC	  formar	  
heterodímeros	   con	   la	  proteína	  MAX	  para	   formar	   complejos	   c-­‐MYC-­‐MAX.	   La	   formación	  de	  
estos	  complejos	  permite	  a	  c-­‐MYC	  ejercer	  funciones	  de	  activador	  o	  represor	  transcripcional	  
mediante	  la	  unión	  a	  secuencias	  específicas	  de	  ADN	  denominadas	  cajas	  E	  (Solomon	  y	  cols.,	  
1993),	   (Fig.	   i10b)	   y	   el	   reclutamiento	   de	   otros	   factores	   de	   transcripción.	   Sin	   embargo,	  
también	   existen	   datos	   que	   sugieren	   que	   c-­‐MYC	   es	   capaz	   de	   actuar	   como	   represor	  
transcripcional	   mediante	   la	   unión	   a	   otros	   elementos	   reguladores	   denominados	   Inr	  
presentes	  en	  los	  promotores	  de	  ciertos	  genes	  (Smale	  y	  Baltimore,	  1989).	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Fig.	  i10:	  La	  proteína	  MYC.	  	  La	  secuencia	  peptídica	  de	  MYC	  presenta	  varios	  dominios	  
funcionales	  (A).	  El	  dominio	  de	  localización	  nuclear	  (LN)	  le	  permite	  ser	  transportada	  
al	   núcleo,	   mientras	   que	   gracias	   al	   dominio	   HLH/LZ	   es	   capaz	   de	   unirse	   a	   MAX.	  
Mediante	   el	   dominio	   de	   transactivación,	   el	   dímero	   MYC/MAX	   se	   une	   a	   sus	  
elementos	  reguladres	  diana	  o	  cajas	  E	  para	  regular	  la	  expresión	  génica	  (B).	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Funciones	  de	  los	  genes	  Myc.	  
La	  regulación	  del	  ciclo	  celular	  es	   la	  función	  más	  importante	  y	  estudiada	  de	  los	  genes	  Myc.	  
Se	  ha	  demostrado	  que	  c-­‐Myc	  promueve	  el	  paso	  de	   las	  células	  de	   la	  fase	  G0	  a	  G1	  del	  ciclo	  
celular	  y	  que	  regula	  la	  transcripción	  de	  genes	  que	  intervienen	  tanto	  en	  el	  crecimiento	  y	   la	  
proliferación	   como	   en	   la	   apoptosis	   durante	   toda	   la	   fase	   G1.	   (Morrish	   y	   cols.,	   2009).	  
Numerosos	  trabajos	  realizados	  hasta	  el	  momento	  sugieren	  que	  c-­‐Myc	  es	  capaz	  de	  activar	  la	  
maquinaria	  del	  ciclo	  celular,	  por	  lo	  que	  este	  protooncogén	  es	  considerado	  un	  gen	  maestro	  
capaz	  de	  activar	  gran	  cantidad	  de	  genes	  (Dang	  y	  cols.,	  2006;	  Zeller	  y	  cols.,	  2006).	  	  
También	   se	   ha	   podido	   demostrar	   el	   importante	   papel	   de	   c-­‐Myc	   en	   la	   regulación	   del	  
metabolismo	   celular	   al	   ser	   capaz	   de	   controlar	   la	   expresión	   de	   numerosos	   genes	   que	  
codifican	  para	  proteínas	  pertenecientes	  a	  diferentes	  rutas	  metabólicas.	  Por	  ejemplo,	  se	  ha	  
visto	  como	  animales	  transgénicos	  que	  presentan	  una	  sobreexpresión	  de	  c-­‐Myc	  en	  el	  hígado,	  
muestran	  como	  consecuencia	  un	  incremento	  en	  los	  niveles	  de	  diferentes	  enzimas	  hepáticas	  
relacionadas	  con	  la	  glucólisis	  (Valera	  y	  cols.,	  1995).	  Así	  mismo,	  muchos	  tumores	  presentan	  
sobreepresión	   del	   gen	   Ldha,	   que	   participa	   en	   el	  metabolismo	   anaeróbico	   de	   la	   glucosa	   y	  
que	  está	  entre	  los	  genes	  regulados	  por	  c-­‐Myc	  (Shim	  y	  cols.,	  1997).	  	  
También	   son	  múltiples	   las	   evidencias	   que	   relacionan	   al	   gen	   c-­‐Myc	   con	   la	  muerte	   celular	  
programada.	  Por	  ejemplo,	   se	  ha	  demostrado	  que	   los	  dominios	  de	  c-­‐MYC	   implicados	  en	   la	  
regulación	   transcripcional	   son	   los	  mismos	  necesarios	  para	   la	   inducción	  de	   la	  apoptosis	  en	  
fibroblastos	   en	   determinadas	   condiciones	   de	   cultivo	   (Evan	   y	   cols.,	   1992).	   Además	   otros	  
estudios	   demuestran	   que	   c-­‐Myc	   afecta	   a	   la	   transcripción	   de	   diferentes	   genes	   que	  
intervienen	  en	   la	  apoptosis,	   como	  es	  el	   caso	  de	  Ocd	   (Packham	  y	  Cleveland,	  1994)	  o	  Tp53	  
(Liu	  y	  cols.,	  2008).	  
Estas	  evidencias	   forman	  parte	  de	   las	  observaciones	  que	  otorgan	  a	  c-­‐Myc	   el	   papel	  de	   gen	  
maestro	  y	  dan	  una	  idea	  de	  su	  importante	  implicación	  en	  multitud	  de	  procesos	  celulares,	  lo	  
que	  unido	  al	  hecho	  de	  que	  una	  deleción	  homocigótica	  del	  gen	  c-­‐Myc	  es	  letal	  en	  embriones	  
murinos	   (Dang,	   1999),	   sugiere	   que	   la	   correcta	   expresión	   de	   este	   gen	   es	   esencial	   para	   el	  
desarrollo	  embrionario.	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Regulación	  de	  los	  niveles	  de	  c-­‐Myc.	  
Los	   niveles	   de	   expresión	   de	   c-­‐Myc	   son	   regulados	   por	   complejos	   mecanismos	   a	   nivel	  
transcripcional	   y	   postranscripcional.	   En	   células	   normales,	   el	   gen	   c-­‐Myc	   se	   transcribe	   de	  
manera	   controlada	   en	   diferentes	   tejidos,	   mientras	   que	   en	   células	   neoplásicas	   la	  
transcripción	   se	   lleva	  a	   cabo	  de	   forma	  anormal	   (Dalla-­‐Favera	  y	   cols.,	   1982).	   La	   regulación	  
defectuosa	  de	  la	  expresión	  del	  gen	  c-­‐Myc	  puede	  tener	  entre	  sus	  causas	  eventos	  tales	  como	  
mutaciones	   puntuales,	   amplificaciones,	   alteraciones	   numéricas	   y	   estructurales	   de	   los	  
cromosomas	  o	  inserciones	  virales	  y	  estas	  alteraciones	  se	  relacionan	  con	  la	  transformación	  e	  
inmortalización	   de	   las	   células	   neoplásicas	   (Eilers	   y	   Eisenman,	   2008;	   Yakut	   y	   cols.,	   2003).	  
Hasta	   el	   momento	   han	   sido	   identificadas	   multitud	   de	   secuencias	   no	   codificantes	   que	  
intervienen	   en	   el	   control	   transcripcional	   de	   c-­‐Myc.	   Así	   por	   ejemplo,	   se	   conocen	   cuatro	  
promotores	   capaces	   de	   reclutar	   los	   factores	   necesarios	   para	   iniciar	   la	   transcripción.	   Sin	  
embargo,	  en	  células	  normales,	  el	  ARNm	  sintetizado	  a	  partir	  del	  promotor	  P2	  constituye	  del	  
80%	  al	  90%	  del	  total	  (Liu	  y	  cols.,	  2008;	  Schmidt,	  2004).	  Además	  de	  los	  distintos	  promotores	  
alternativos,	  también	  han	  sido	  identificadas	  multitud	  de	  elementos	  no	  codificantes	  capaces	  
de	   interactuar	   con	   c-­‐Myc	   y	   controlar	   sus	   niveles	   de	   expresión.	   Estudios	   de	   asociación	  
realizados	  en	  los	  últimos	  años	  han	  encontrado	  numerosos	  polimorfismos	  en	  la	  región	  8q24,	  
donde	  se	  localiza	  c-­‐Myc	  y	  que	  están	  asociados	  con	  un	  incremento	  en	  la	  susceptibilidad	  de	  
desarrollar	   cáncer	   de	   mama,	   próstata	   o	   colorrectal.	   Estos	   loci	   de	   riesgo	   se	   sitúan	   en	   el	  
desierto	   génico	   existente	   en	   las	   cercanías	   de	   c-­‐Myc	   y	   aunque	   los	  mecanismos	   biológicos	  
que	   subyacen	   bajo	   estas	   asociaciones	   aún	   no	   se	   conocen	   con	   exactitud,	   se	   ha	   podido	  
demostrar	   que	   en	   dicha	   región	   existen	   algunas	   secuencias	   con	   actividad	   enhancer	   y	   con	  
capacidad	  de	  contactar	  físicamente	  con	  el	  promotor	  de	  c-­‐Myc	  para	  regular	  su	  transcripción	  
(Sotelo	  y	  cols.,	  2010).	  
	  
Los	  genes	  Myc	  en	  pez	  cebra.	  
Hasta	  el	  momento	  han	  sido	  anotados	  6	  genes	  de	  la	  familia	  Myc	  en	  el	  genoma	  del	  pez	  cebra.	  
A	  partir	  de	  análisis	  filogenéticos	  y	  de	  sintenia	  se	  ha	  podido	  determinar	  que	  D.	  rerio	  posee	  
una	   única	   copia	   de	   los	   genes	  mych	   y	  mycn	   (homólogo	   de	  N-­‐Myc	   de	   humanos).	   Además	  
posee	  dos	  genes	  homólogos	  de	  c-­‐Myc,	  generados	  por	  la	  duplicación	  genómica	  ocurrida	  en	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la	   base	   de	   los	   telósteos,	   denominados	  myca	   y	  mycb	   y	   otros	   dos	   homólogos	   de	   L-­‐Myc	  
anotados	  como	  mycl1a	  y	  mycl1b	  y	  cuya	  duplicación	  tiene	  el	  mismo	  origen.	  	  
A	   pesar	   de	   que	  no	   existe	   gran	   cantidad	  de	   datos	   acerca	   de	   esta	   familia	   de	   genes	   en	   pez	  
cebra,	  se	  sabe	  que	  todos	  los	  genes	  myc	  se	  expresan	  en	  la	  retina,	  el	  sistema	  nervioso	  central,	  
los	  arcos	  branquiales	  y	  los	  primordios	  de	  las	  aletas	  pectorales.	  Sin	  embargo,	  myca,	  mycn	  y	  
mych	   presentan	   un	   patrón	   de	   expresión	  más	   restringido	   al	   cerebro	   que	  mycb,	  mycl1a	   y	  
mycl1b	  cuyos	  transcritos	  han	  podido	  ser	  también	  detectados,	  aunque	  de	  manera	  débil,	  en	  
el	   primordio	   de	   la	   línea	   lateral	   y	   los	   neuromastos	   derivados	   donde	   también	   se	   expresa	  
mych	  en	  niveles	  elevados	   (Fig.	   i11).	  Además	  de	  ha	  podido	  detectar	   la	  expresión	  de	  myca,	  
mycn	  y	  mycl1a	  en	  el	  ducto	  del	  pronefros	  (Meijer	  y	  cols.,	  2008).	  	  !"#$%&'"((!
Fig.	   i11:	  Patrones	  de	  expresión	  de	  los	  genes	  myc	  en	  pez	  cebra.	  Vista	  lateral	  de	  los	  
patrones	   de	   expresión	   de	   los	   genes	   myc	   a	   1,	   2	   y	   3	   días	   post-­‐fertilización	   (dpf)	  
puestos	   de	   manifiesto	   mediante	   hibridación	   in	   situ.	   (ba:	   arcos	   branqiuales;	   c:	  
cerebelo;	   f:cerebro	   anterior;	   lp:	   primordio	   de	   la	   línea	   lateral;	   n:	   neuromastos;	   p:	  
primordio	   de	   la	   aleta	   pectoral;	   pd:	   ducto	   pronéfrico;	   r:	   reina;	   t:	   tectum;	   v:	   plexo	  
venoso).	  Adaptado	  de	  Meijera	  y	  cols.,	  2008.	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4.2	  Los	  genes	  Yap	  y	  TEAD	  en	  la	  ruta	  de	  señalización	  Hippo.	  
La	  ruta	  Hippo	  es	  una	  vía	  de	  señalización	  que	  tiene	  como	  principal	   función	  el	  control	  de	   la	  
proliferación	   celular	   y	   la	   apoptosis	  mediante	   la	   regulación	   transcripcional	   de	  multitud	   de	  
genes	  diana.	  Fue	  descrita	  originalmente	  en	  Drosophila	  melanogaster	  como	  un	  mecanismo	  
celular	  para	  determinar	  el	  tamaño	  de	  los	  órganos	  y	  cuyas	  mutaciones	  pueden	  ser	  causa	  de	  
generación	  de	  neoplasias	  (Fig.	  i12).	  La	  vía	  Hippo	  está	  altamente	  conservada	  entre	  especies	  y	  
en	  mamíferos	   también	   controla	   el	   crecimiento	   de	   los	   órganos	   (Fig.	   i12;	   Tabla	   i2)	   y	   tiene	  
características	  de	  supresor	  tumoral.	  	  !"#$%&'"()!
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Fig.	  i12:	  Mutantes	  de	  la	  vía	  Hippo	  en	  Drosophila	  y	  ratón.	  A-­‐B:	  Imágenes	  de	  microscopía	  
electrónica	   de	   barrido	   de	   una	  mosca	   silvestre	   (A)	   y	   una	  mosca	  mosaico	   con	   clones	   de	  
células	  mutantes	  para	  hippo	  mostrando	  un	  crecimiento	  hiperplásico	  de	   las	  células	  de	   la	  
cutícula	  (Udany	  cols.,	  2003).	  En	  ratones,	  el	  tamaño	  del	  hígado	  a	  la	  edad	  de	  dos	  meses,	  es	  
mucho	   mayor	   en	   animales	   mutantes	   para	   los	   genes	   Mst	   1/2	   (D)	   que	   en	   animales	  
silvestres	  (A),	  (Lee	  y	  cols.,	  2010;	  Lu	  y	  cols.,	  2010;	  Song	  y	  cols.,	  2010;	  	  Zhou	  y	  cols.,	  2009).	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Básicamente,	  la	  vía	  Hippo	  (Fig.	  i13)	  puede	  ser	  dividida	  en	  tres	  partes	  interrelacionadas:	  los	  
elementos	  reguladores	  primarios,	  el	  cuerpo	  principal	  integrado	  por	  kinasas	  y	  la	  maquinaria	  
reguladora	  transcripcional.	  	  
En	  Drosophila,	   el	   grupo	   de	   elementos	   reguladores	   primarios	   está	   compuesto	   por	  merlín,	  
kibra	  y	  expanded	  (Hamaratoglu	  y	  cols.,	  2006;	  	  Yu	  y	  cols.,	  2010)	  que	  son	  capaces,	  mediante	  
su	  acción	  conjunta,	  de	  activar	  la	  cascada	  de	  fosforilación	  que	  compone	  el	  cuerpo	  principal	  
de	   la	   vía	   Hippo.	   En	   mamíferos,	   también	   ha	   podido	   demostrarse	   la	   existencia	   de	   un	  
homólogo	   de	   merlín	   que,	   al	   igual	   que	   en	   Drosophila	   es	   capaz	   de	   activar	   la	   ruta	   de	  
señalización	  (Yokoyama	  y	  cols.,	  2008).	  
El	  núcleo	  central	  de	  la	  ruta	  Hippo	  está	  compuesto	  por	  cuatro	  proteínas,	  dos	  de	  las	  cuales,	  
Hippo	  y	  Warts	  en	  Drosophila	  y	  Mst1/2	  y	  Lats1/2	  en	  mamíferos,	  son	  kinasas.	  Las	  otras	  dos	  
proteínas,	  Salvador	  y	  Mats	  en	  moscas	  y	  WW45	  y	  Mob	  en	  mamíferos,	  cumplen	  funciones	  de	  
adaptadores	  y	  coactivadores.	  	  
Tabla i2
Elementos homólogos de la vía Hippo
en Drosophila y humanos
Drosophila Humanos
Hippo Mst1-2
Salvador Sav1/WW45
Warts Lats1-2
Mats MOBKL1A-B
Yorkie YAP, TAZ
Scalloped TEAD1-4
Kibra KIBRA/WWC1-2
Expanded FRMD6/Ex1, FRMD1/Ex2
Merlin NF2/Merlin
Fat Fat4/Fat-j
Dachsous Dchs1-2
Crumbs Crb1-3
Lgl Lgl1-2
RASSF RASSF1-6
Tabla	  i2:	  Principales	  componentes	  de	  la	  vía	  Hippo	  en	  Drosophila	  y	  sus	  homólogos	  en	  
humanos.	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Finalmente,	  la	  principal	  diana	  de	  la	  cascada	  de	  fosforilación	  es	  el	  coactivador	  transcripcional	  
Yorkie	   (Yki)	   en	  Drosophila	   (Huang	  y	   cols.,	   2005)	   y	   sus	  homólogos	  de	  mamifero	  Yap	  y	  Taz.	  
Yorkie	   y	   sus	   homólogos	   Yap	   y	   Taz	   regulan	   un	   programa	   transcripcional	   mediante	   la	  
interacción	   con	   el	   factor	   de	   transcripción	   Scalloped	   en	   Drosóphila	   o	   su	   homólogo	   en	  
mamíferos	  TEAD	  (Goulev	  y	  cols.,	  2008;	  	  Wu	  y	  cols.,	  2008;	  Zhang	  y	  cols.,	  2008;	  Zhao	  y	  cols.,	  
2008).	  La	  fosforilación	  de	  Yap	  y	  Taz	  por	  la	  vía	  Hippo	  conlleva	  su	  secuestro	  en	  el	  citoplasma	  y	  
su	  posterior	  degradación.	  Por	  tanto,	  esta	  ruta	  de	  señalización	  actúa	  regulando	  la	  actividad	  
de	   Yap	   y	   Taz	   en	   el	   núcleo	   celular	   mediante	   el	   control	   tanto	   de	   sus	   niveles	   como	   de	   su	  
distribución.	  	  
A	  pesar	  de	  que	  los	  mecanismos	  de	  transducción	  de	  la	  señal	  por	  parte	  del	  núcleo	  central	  de	  
kinasas	  Hippo/Mst	  y	  Wart/Lats	  son	  relativamente	  bien	  conocidos,	  se	  sabe	  menos	  a	  cerca	  de	  
los	   elementos	   capaces	   de	   activar	   la	   vía	   de	   señalización.	   En	   el	   caso	   de	  mamíferos,	   parece	  
que	  existen	  receptores	  de	  membrana	  como	  CD44,	  capaces	  de	  activar	  la	  cascada	  de	  kinasas	  
(Xu	  y	  cols.,	  2010).	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Fig.	   i13:	   Vía	   de	   señalización	   Hippo.	   Representación	   esquemática	   de	   la	   vía	   Hippo	   en	  
Drosophila	   (A)	   y	   vertebrados	   (B).	   Las	   interacciones	   directas	   e	   indirectas	   entre	   los	  
diferentes	   elementos,	   están	   representadas	   por	   líneas	   contínuas	   y	   discontínuas	  
respectivamente.	  Las	  relaciones	  de	  activación	  son	  representadas	  mediante	  flechas	  y	   las	  
de	  inhibición	  mediante	  líneas	  con	  final	  truncado.	  Modificado	  de	  Halder	  y	  Johnson,	  2011.	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Los	  genes	  Yap	  y	  TEAD.	  
Del	  mismo	  modo	  que	  muchos	  de	  los	  integrantes	  de	  la	  ruta	  Hippo	  son	  genes	  supresores	  de	  
tumores,	   Yorkie,	   Yap	   y	   Taz	   han	   sido	   descritos	   como	   protooncogenes.	   Así,	   se	   han	   podido	  
encontrar	  niveles	  elevados	  de	  expresión	  de	  Yap	  en	  algunos	  cánceres	  humanos	   incluyendo	  
cáncer	  de	  mama,	  colorrectal	  o	  hepático	   (Kango-­‐Singh	  y	  Singh,	  2009;	  Zender	  y	  cols.,	  2006;	  
Steinhardt	  y	  cols.,	  2008).	  
La	  proteína	  YAP	  de	  mamíferos,	  homóloga	  de	  YKI	  en	  Drosophila,	   	   funciona	  como	  factor	  de	  
transcripción.	   La	   seceuncia	  de	  YAP	   tiene	  un	  alto	  grado	  de	  homología	  con	  TAZ,	   con	   la	  que	  
comparte	  el	   46%	  de	   su	   secuencia,	   presentando	  ambas	   varios	  dominios	   comunes	   (Kanai	   y	  
cols.,	   2000).	   YAP	   lleva	   a	   cabo	   su	   actividad	   transcripcional	   junto	   con	   otros	   coactivadores	  
como	   las	   proteínas	   TEAD,	   de	   las	   que	   han	   sido	   identificadas	   cuatro	  miembros	   (TEAD1-­‐4),	  
PPARγ,	  TTF-­‐1,	  Runx2	  y	  algunas	  proteínas	  SMAD	  (Hong	  y	  cols.,	  2005).	  La	  actividad	  conjunta	  
con	   TEAD	   parece	   ser	   especialmente	   importante.	   Los	   complejos	   transcripcionales	   que	   las	  
proteínas	  TEAD	  forman	  junto	  con	  YAP	  o	  TAZ	  activan	  numerosos	  genes	  diana	  entre	  los	  que	  
se	   encuentra	   BIRC5,	   también	   denominado	   survivina,	   que	   funciona	   como	   inhibidor	   de	   la	  
apoptosis	  (Dong	  y	  cols.,	  2007).	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1.	  Ampliación	  de	   la	  colección	  de	   líneas	  transgénicas	  ED	  de	  pez	  cebra	  existente	  en	  nuestro	  
laboratorio,	  localización	  del	  punto	  de	  inserción	  del	  vector	  en	  el	  genoma	  de	  cada	  una	  de	  
ellas	  y	  utilización	  de	  las	  mismas	  para	  la	  búsqueda	  de	  nuevos	  genes	  regulados	  por	  la	  vía	  
de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico.	  
	  
2.	  Descripción	  de	   las	  consecuencias	  biológicas	  de	   la	  manipulación	  de	   la	  actividad	  de	   la	  vía	  
de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico,	  sobre	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  mycb	  en	  los	  arcos	  
branquiales	  y	  la	  organización	  de	  su	  entorno	  genómico.	  
	  
3.	   Análisis	   del	   papel	   de	   la	   vía	   de	   señalización	   Hippo	   sobre	   el	   desarrollo	   del	   páncreas.
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1.	  Generación	  de	  la	  colección	  de	  líneas	  ED..	  
Para	  generar	  la	  colección	  de	  líneas	  transgénicas	  de	  pez	  cebra	  (Danio	  rerio)	  usadas	  en	  este	  trabajo,	  se	  
utilizó	  el	  método	  de	  transgénesis	  basado	  en	  el	  transposón	  Tol2,	  procedente	  de	  medaka	  (Kawakami	  y	  
cols.,	   2000),	   mediante	   el	   cual	   es	   posible	   insertar	   un	   fragmento	   de	   ADN	   exógeno,	   el	   vector	   ED	  
(Expression	  Disruption)	  en	  nuestro	  caso,	  en	  el	  genoma	  del	  pez.	  Para	  ello,	  el	  fragmento	  de	  ADN	  debe	  ir	  
flanqueado	  por	  secuencias	  específicas	  que	  son	  reconocidas	  por	  la	  transposasa,	  la	  enzima	  responsable	  
de	   la	   inserción,	   cuyo	   ARNm	   es	   inyectado	   conjuntamente	   con	   el	   fragmento	   de	   ADN	   a	   insertar	   en	  
embriones	  en	  estadío	  de	  una	  célula.	  
El	   vector	   ED	   (Fig.	   m1)	   consta	   de	   dos	   detectores	   de	   elementos	   reguladores	   o	   “enhancer	   traps”	  
separadas	   por	   una	   secuencia	   aisladora	   compuesta	   por	   el	   aislador	   GAB	   procedente	   del	   entorno	  
genómico	  del	  gen	  de	  la	  Tirorinasa	  de	  ratón	  (Giraldo	  y	  cols.,	  2003)	  y	  por	  el	  aislador	  5´HS4	  de	  la	  Beta-­‐
globina	  de	  pollo	  (Chung	  y	  cols.,	  1993;	  Recillas-­‐Targa	  y	  cols.,	  2002).	  Uno	  de	   los	  dos	  “enhancer	  traps”	  
contiene	   el	   gen	   de	   la	   proteína	   fluorescente	   verde	   (Green	   Fluorescent	   Protein,	   GFP)	   como	   gen	  
reportero	  bajo	  el	  control	  del	  promotor	  mínimo	  del	  gen	  gata2a,	  mientras	  que	  el	  otro	  está	  compuesto	  
!"#$%&'()!
Fig.	  m1:	  Vector	  ED.	  Representación	  esquemática	  del	  punto	  de	   inserción	  del	  vector	  
ED	  en	  un	  entorno	  genómico	  hipotético.	  El	  vector	  está	  compuesto	  por	  dos	  “enhacer	  
traps”,	  uno	  con	  GFP	  como	  gen	  reportero	  (caja	  verde)	  y	  otro	  con	  RFP	  (caja	  roja)	  y	  por	  
un	   aislador	   separándolos	   (caja	   azul).	   El	   aislador	   y	   el	   “enhancer	   trap”	   RFP	   se	  
encuentran	   flanqueados	   por	   secuencias	   loxP	   (triángulos	   amarillos).	   El	   entorno	  
genómico	  queda,	  en	  este	  caso,	  dividido	  por	  el	  aislador,	  lo	  que	  nos	  permite	  detectar	  
diferencialmente	  la	  información	  regulatoria	  aguas	  arriba	  (elementos	  reguladores	  de	  
color	   rojo	   que	   dirigen	   expresión	   de	   GFP	   en	   el	   ojo)	   y	   aguas	   abajo	   (elementos	  
reguladores	  de	  color	  verde	  que	  dirigen	  expresión	  de	  GFP	  en	  el	  cerebro	  posterior)	  del	  
punto	   de	   inserción.	   El	   bloqueo	   de	   los	   elementos	   reguladores	   aguas	   arriba	   por	   el	  
aislador	  tiene	  como	  resultado	  una	  mutación	  regulatoria.	  Adaptado	  de	  Bessa	  y	  cols.,	  
2013.	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por	  la	  proteína	  fluorescente	  roja	  (red	  fluorescent	  protein,	  RFP)	  mCherry	  como	  gen	  reportero	  bajo	  el	  
control	  del	  promotor	  mínimo	  del	  gen	  irx3a	  (Bessa	  y	  cols.,	  2009).	  	  
	  
1.1	  Metodología	  de	  transgénesis	  en	  pez	  cebra.	  
El	   día	   anterior	   a	   la	   inyección,	   los	   peces	   fueron	   separados	   por	   sexos	   y	   se	  mantuvieron	   en	   tanques	  
independientes	  durante	   la	  noche.	  A	   la	  mañana	  siguiente,	   fueron	  cruzados	  en	  un	  tanque	  común	  a	   la	  
hora	   del	   encendido	   automático	   de	   la	   iluminación	   del	   animalario,	   aprovechando	   este	   este	   estímulo	  
para	   la	   puesta	   de	   huevos.	   Los	   embriones	   producidos,	   que	   quedaron	   depositados	   en	   el	   fondo	   del	  
tanque	  y	  separados	  de	  los	  peces	  adultos	  mediante	  una	  malla,	  fueron	  recogidos	  inmediatamente	  tras	  
la	   fecundación	   e	   inyectados	   dentro	   de	   los	   20	   minutos	   siguientes	   mientras	   los	   embriones	   se	  
encontraban	  aún	  en	  estado	  de	  una	  célula.	  
La	  mezcla	  de	  inyección	  estuvo	  compuesta	  por	  20	  ng/µl	  de	  ADN	  del	  vector	  ED	  y	  25	  ng/µl	  de	  ARNm	  de	  
la	  transposasa.	  Las	  concentraciones	  de	  ambos	  componentes	  fueron	  cuantificadas	  mediante	  el	  uso	  de	  
un	  espectofotómetro	   (Nanodrop	  Thermo	  Fisher	  Scientific).	  Además	   la	  mezcla	  de	   inyección	  contenía	  
0,05%	  de	  rojo	  fenol	  para	  visualizar	  la	  microgota	  inyectada,	  de	  aproximadamente	  5	  nl,	  en	  el	  citoplasma	  
de	  la	  célula	  del	  embrión	  o	  en	  la	  zona	  del	  vitelo	  más	  próxima	  a	  ésta.	  
	  
La	   inyección	   fue	   realizada	   usando	   capilares	   de	   vidrio	   de	   1	  mm	  de	   diámetro	   externo	   y	   0,58	  mm	  de	  
diámetro	   interno	   (nºcat.	   G100F6,	   Warner	   Instruments)	   estirados	   en	   un	   estirador	   horizontal	  
automático	   (P-­‐97	   Flaming/Brown	   Micropipete	   Puller,	   Sutter	   Instrument)	   y	   acoplados	   a	   un	  
microinyector	  programable	  (IM-­‐300,	  Narishige)	  mediante	  un	  micromanipulador.	  
	  
	  
Los	  embriones	  inyectados	  fueron	  analizados	  mediante	  su	  visualización	  bajo	  una	  lupa	  de	  fluorescencia	  
(SZX16,	  Olympus)	  y	  los	  embriones	  que	  mostraron	  expresión	  de	  GFP	  o	  RFP	  entre	  las	  24	  y	  las	  48	  horas	  
post-­‐fertilización	   (hpf)	   fueron	   seleccionados	   para	   ser	   crecidos	   hasta	   la	   edad	   adulta.	   Estos,	   fueron	  
mantenidos	   a	   28ºC	   en	   medio	   E3	   (5	   mM	   NaCl,	   0,17	   mM	   KCl,	   0,4	   mM	   CaCl2,	   0,16	   mM	   MgSO4,	  
0,00003%	  azul	  de	  metileno)	  hasta	  el	   cuarto	  día	  de	  vida,	   en	  el	  que	   fueron	   trasladados	  al	   animalario	  
para	   su	   crecimiento.	   Posteriormente,	   estos	   peces	   fueron	   cruzados	   individualmente	   con	   animales	  
silvestres	   para	   generar	   las	   líneas	   transgénicas	   estables.	   Los	   embriones	   resultantes	   de	   estos	   cruces	  
fueron	   anestesiados	   con	   tricaína	   (etil	   3-­‐aminobenzoato,	   Sigma)	   y	   analizados	   bajo	   la	   lupa	   de	  
fluorescencia.	  Además,	   se	  documentaron	  sus	  patrones	  de	  expresión	  de	  GFP	  y	  RFP	  a	   las	  24	  y	  48hpf.	  
Para	  ello,	  fueron	  mantenidos	  hasta	  ese	  momento	  en	  medio	  E3	  conteniendo	  0,003%	  de	  1-­‐fenil-­‐tiourea	  
(PTU,	   Sigma)	   para	   evitar	   la	   pigmentación	   y	   que	   los	   patrones	   de	   expresión	   de	   los	   reporteros	   fuera	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claramente	  visible.	  Los	  embriones	  seleccionados,	  que	  representan	  la	  generación	  F1	  de	  cada	  línea	  ED,	  
fueron	   igualmente	  trasladados	  al	  animalario	  para	  su	  crecimiento	  hasta	   la	  edad	  adulta.	  Las	   líneas	  ED	  
estables	  fueron	  mantenidas	  mediante	  cruces	  con	  animales	  silvestres.	  
	  
1.2	  Identificación	  de	  los	  lugares	  de	  inserción	  del	  vector	  ED.	  
Los	  sitios	  de	  integración	  del	  vector	  ED	  fueron	  identificados	  mediante	  la	  técnica	  de	  la	  PCR	  inversa.	  Para	  
cada	  línea	  ED,	  se	  extrajo	  ADN	  genómico	  de	  5	  embriones	  por	  separado,	  que	  fue	  digerido	  con	  la	  enzima	  
de	   restricción	  Sau3AI	   (Roche)	  y	  posteriormente	   ligado	  usando	   la	   ligasa	  T4	   (Promega).	  El	  ADN	   ligado	  
fue	  usado	  como	  molde	  para	  la	  PCR	  inversa.	  Se	  realizaron	  dos	  rondas	  de	  PCR	  anidada	  para	  cada	  uno	  de	  
los	   dos	   extremos	   del	   transposón.	   Para	   el	   extremo	   correspondiente	   al	   reportero	  GFP,	   se	   usaron	   los	  
cebadores	  5TolF1	  y	  5TolR1	  para	   la	  primera	   ronda	  de	  PCR	  y	  5TolF2	  y	  5TolR2	  para	   la	   segunda	   (Tabla	  
supl.	  2).	  Así	  mismo,	  para	  el	  extremo	  correspondiente	  al	  RFP	  se	  usaron	  los	  cebadores	  3TolF1	  y	  3TolR1	  
para	  la	  primera	  ronda	  de	  PCR,	  mientras	  que	  para	  la	  segunda	  ronda	  se	  utilizaron	  los	  cebadores	  3TolF2	  
y	  3TolR2	  ó	  3TolF2	  y	  3TolTest	  (Tabla	  supl.	  2).	  Los	  productos	  de	  PCR	  resultantes	  fueron	  visualizados	  en	  
un	  gel	  de	  agarosa	  al	  2%	  y,	  para	  cada	  punta	  del	  transposón,	  la	  banda	  común	  para	  los	  cinco	  embriones	  
fue	   aislada,	   y	   purificada	   usando	   el	   kit	   de	   purificación	   de	   ácidos	   nucleicos	   GENECLEAN	   (MP	  
Biomedicals)	  y	  posteriormente	  clonada	  en	  el	  vector	  TOPO	  (Invitrogen,	  pCR®8/GW/TOPO®	  TA	  cloning	  
KIT).	   Los	   clones	   de	   TOPO	   resultantes	   fueron	   posteriormente	   enviados	   a	   secuenciar	   utilizando	   el	  
cebador	  GW1	  (Tabla	  supl.	  2).	  
Tras	   el	   proceso	   de	   secuenciación,	   las	   secuencias	   obtenidas	   fueron	   analizadas	   para	   identificar	  
fragmentos	  adyacentes	  al	   transposón,	  que	   fueron	  posteriormente	  alineadas	   con	  el	   genoma	  del	  pez	  
zebra	   (versión	   Zv9/danRer7)	   usando	   la	   herramienta	   “Blat”	   del	   sitio	   web	   de	   UCSC	  
(http://genome.ucsc.edu/).	  Los	  lugares	  de	  inserción	  fueron	  confirmados	  bien	  por	  la	  coincidencia	  en	  la	  
posición	  genómica	  de	  las	  secuencias	  procedentes	  de	  ambos	  extremos	  del	  transposón	  o,	  en	  el	  caso	  de	  
que	   ambas	   posiciones	   no	   coincidieran	   o	   de	   que	   una	   de	   las	   dos	   no	   estuviera	   disponible,	   por	   la	  
existencia	   de	   genes	   cercanos	   con	   patrones	   de	   expresión	   similares	   a	   los	   observados	   en	   las	   líneas	  
correspondientes.	  A	  continuación,	  tras	  el	  proceso	  de	  secuenciación	  y	  alineamiento	  de	  secuencias,	  se	  
procedió	  a	  analizar	  los	  patrones	  de	  expresión	  de	  genes	  cercanos	  al	  punto	  de	  inserción.	  En	  el	  caso	  de	  
encontrarse	   coincidencias	   entre	   los	   patrones	   de	   expresión,	   se	   estableció	   una	   asociación	   entre	   una	  
línea	   ED	   y	   un	   gen	   en	   concreto.	   Los	   patrones	   de	   expresión	   génicos	   fueron	   evaluados	   inicialmente	  
usando	   los	   datos	   ya	   existentes	   (Bradford	   y	   cols.,	   2011;	   ZFIN)	   y	   confirmados	   más	   tarde	   mediante	  
hibridación	   in	  situ.	  En	  caso	  de	  no	  encontrarse	  ningún	  candidato	  inicial,	  se	  realizaron	  hibridaciones	  in	  
situ	  para	  entre	  1	  y	  6	  genes	  diferentes	  cercanos	  al	  punto	  de	  inserción.	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2.	  Búsqueda	  de	  nuevos	  genes	  regulados	  por	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico.	  
2.1	  Ensayos	  de	  inhibición	  y	  sobreactivación	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico.	  
Con	  el	  fin	  de	  identificar	  líneas	  ED	  que	  mostraran	  una	  respuesta	  ante	  la	  inhibición	  o	  la	  sobreactivación	  
de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico,	  se	  realizaron	  tratamientos	  con	  dietilaminobenzaldehido	  
(DEAB),	  un	  inhibidor	  competitivo	  reversible	  de	  la	  enzima	  retinaldehído	  deshidrogenasa	  (Begemann	  y	  
cols.,	  2004)	  y	  ácido	  retinoico	  (AR)	  respectivamente,	  a	  embriones	  de	  33	  líneas	  ED.	  	  
Para	   los	   ensayos,	   los	   embriones	   fueron	   incubados	   en	   oscuridad	   a	   28ºC	   en	   medio	   E3	   conteniendo	  
ácido	  todo-­‐trans	  retinoico	  (Sigma)	  a	  concentraciones	  de	  4	  x10-­‐8M,	  8	  x10-­‐8M	  	  y	  16x10-­‐8M,	  procedente	  
de	  una	  solución	  stock	  a	  10-­‐5M	  diluida	  en	  DMSO.	  Los	   tratamientos	  con	  DEAB	   (Sigma	  Aldrich),	  por	  su	  
parte,	   fueron	   llevados	   a	   cabo	   aplicando	   concentraciones	   de	   4	   x10-­‐5M,	   8	   x10-­‐5M	   	   y	   16x10-­‐5M,	  
procedente	  de	  una	  solución	  stock	  de	  0,01M	  diluida	  en	  DMSO.	  Los	  embriones	  control	  fueron	  tratados	  
en	  medio	   E3	   al	   que	   se	   le	   añadió	   un	   volumen	   de	  DMSO	   equivalente	   al	  mayor	   volumen	   usado	   para	  
prepar	  las	  diluciones	  arriba	  indicadas.	  
Para	  evitar	   los	  efectos	  teratogénicos	  de	   las	  drogas	  sobre	  el	  desarrollo	  temprano	  de	   los	  embriones	  y	  
poder	   cuantificar	   apropiadamente	   los	   niveles	   de	   fluorescencia	   de	   los	   embriones	   transgénicos,	   se	  
decidió	   realizar	   los	   tratamientos	   cuando	   éstos	   ya	   habían	   superado	   el	   estadio	   de	   gástrula	   y	  
presentaban	  entre	  3	  y	  5	  somitos	  (11hpf	  aproximadamente).	  Los	  tratamientos	  se	  extendieron	  durante	  
aproximadamente	   13	   horas,	   hasta	   que	   los	   embriones	   alcanzaron	   las	   24hpf,	   momento	   en	   el	   que	  
fueron	  anestesiados	  y	  posteriormente	  visualizados	  y	  fotografiados	  bajo	  la	  lupa	  de	  fluorescencia.	  
	  
2.2	  Cuantificación	  de	  los	  niveles	  de	  GFP.	  
Las	  fotografías	  fueron	  tomadas	  utilizando	  la	   lupa	  de	  fluorescencia	  y	  manteniendo	  el	  mismo	  objetivo	  
(SDF	  PLAPO	  1.6XPF)	  y	   las	  mismas	  condiciones	  de	  magnificación,	   tiempo	  de	  exposición	  y	  sensibilidad	  
para	  cada	  línea	  ED	  analizada.	  Estas	  condiciones	  fueron	  ajustadas	  para	  cada	  línea	  en	  concreto	  debido	  a	  
los	  diferentes	  niveles	  de	  intensidad	  en	  la	  señal	  de	  GFP	  basal	  existentes	  en	  los	  diferentes	  tejidos	  de	  las	  
líneas	  transgénicas	  usadas	  y	  con	  el	  objetivo	  de	  evitar	  problemas	  de	  sobreexposición	  o	  subexposición.	  	  
	  
Posteriormente	   se	   utilizó	   el	   programa	   de	   análisis	   de	   imagen	   ImageJ	   (Rasband,	   W.S.,	   ImageJ,	   U.S.	  
National	  Institutes	  of	  Health,	  Bethesda,	  Maryland,	  USA,	  http://rsb.info.nih.gov/ij/)	  para	  cuantificar	  los	  
niveles	  de	  fluorescencia	  de	  GFP	  mediante	  la	  medición	  de	  la	  intensidad	  de	  la	  luminosidad	  de	  cada	  uno	  
de	  los	  tejidos	  donde	  se	  expresa	  este	  gen	  reportero	  en	  todas	  las	  líneas	  analizadas.	  A	  continuación,	  se	  
calcularon	   las	  variaciones	  en	   la	   intensidad	  de	   la	   luminosidad	  procedente	  de	  cada	  uno	  de	   los	   tejidos	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donde	  se	  expresa	  el	  reportero	  en	  cada	  línea	  analizada,	  en	  relación	  a	  la	  media	  de	  la	  intensidad	  medida	  
en	  los	  embriones	  control	  tratados	  con	  DMSO	  mediante	  el	  test	  estadístico	  T-­‐Student.	  	  
	  
3.	  Hibridación	  in	  situ.	  
Para	  detectar	  el	  ARNm	  y	  poner	  de	  manifiesto	   los	  patrones	  de	  expresión	  de	   los	  genes	  de	   interés,	   se	  
siguieron,	   salvo	   pequeñas	   modificaciones,	   protocolos	   publicados	   con	   anterioridad	   (Harland,	   1991;	  
Jowett	  y	  Lettice,	  1994).	  
Las	  ribosondas	  fueron	  sintetizadas	  utilizando	  como	  molde	  el	  ADNc	  de	  cada	  gen	  de	  interés	  clonado	  en	  
el	   vector	   pGEM-­‐T	   easy	   (nº	   cat.	   A1360,	   Promega),	   tras	   ser	   linearizado	   usando	   una	   enzima	   de	  
restricción	   con	   una	   única	   diana	   en	   el	   vector.	   	   Después	   de	   purificar	   el	   ADN	   linearizado	   con	   fenol	   y	  
cloroformo	  y	  tras	  precipitarlo,	   la	  transcripción	  fue	  realizada	  utilizando	  las	  ARN	  polimerasas	  Sp6	  o	  T7	  
(nº	   cat.	   10881767001	   y	   10810274001,	   Roche	   Applied	   Science)	   y	   nucleótidos	   marcados	   con	  
digoxigenina	   (Digoxigenin-­‐11-­‐UTP,	   nº	   cat.	   11209256910,	   Roche	  Applied	   Science).	   A	   continuación,	   el	  
ADN	  utilizado	   como	  molde	   fue	  degradado	  usando	  una	  DNAsa	   (DNAsaI	  nº	   cat.	   10104159001,	  Roche	  
Applied	  Science).	  Finalmente,	  las	  sondas	  de	  ARN	  obtenidas	  fueron	  purificadas	  utilizando	  columnas	  de	  
dextrano	   (Sephadex	   G-­‐50	   Medium,	   nº	   cat.	   G50150,	   Sigma-­‐Aldrich)	   y	   sus	   concentraciones	  
cuantificadas	  mediante	  un	  espectrofotómetro.	  
Tras	   ser	   rehidratados	   mediante	   lavados	   en	   soluciones	   con	   concentración	   creciente	   de	   PBTw,	   los	  
embriones	   recibieron	   un	   tratamiento	   con	   10	   μg/ml	   de	   Proteinasa	   K	   y	   un	   paso	   de	   prehibridación	  
previo	  a	  la	  hibridación	  con	  la	  sonda	  correspondiente	  a	  una	  concentración	  de	  1	  ng/μl.	  	  Posteriormente,	  
fueron	  retirados	  los	  restos	  de	  sonda	  no	  unidos	  específicamente	  mediante	  lavados	  con	  soluciones	  con	  
concentración	  decreciente	  de	  formamida.	  Más	  tarde,	  los	  embriones	  fueron	  bloqueados	  (2%	  suero	  de	  
cabra	   (nº	   cat.	  B15-­‐035,	  PAA	   laboratories,	   Inc)	   y	  2	  mg/ml	  albúmina	  de	   suero	  bovino	   (nº	   cat.	  A3294,	  
Sigma-­‐Aldrich)	  en	  PBTw.	  Para	  detectar	  la	  localización	  de	  las	  moléculas	  marcadas	  con	  digoxigenina,	  se	  
incubaron	  los	  embriones	  en	  una	  dilución	  1/5000	  de	  anticuerpos	  anti-­‐digoxigenina	  conjugados	  con	  la	  
enzima	   fosfatasa	   alcalina	   (nº	   cat.	   11093274910,	   Roche	   Applied	   Science),	   y	   se	   reveló	   la	   señal	   con	  
NBT/BCIP	  (nº	  cat.	  11681451001,	  Roche	  Applied	  Science)	  diluído	  en	  búfer	  alcalino	  (100mM	  Tris-­‐HCl	  pH	  
9.5,	   50mM	  MgCl2,	   100mM	  NaCl,	   0.1%	   Tween-­‐20).	   La	   reacción	   de	   revelado	   fue	   detenida	   cuando	   la	  
señal	  alcanzó	  la	  intensidad	  deseada	  mediante	  lavados	  en	  PBS	  y	  los	  embriones	  fueron	  posteriormenete	  
fijados	  y	  conservados	  en	  PFA	  al	  4%	  en	  PBS.	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4.	  Inmunohistoquímica.	  
Los	  embriones	  de	  pez	  cebra	  utilizados	  para	  inmunohistoquímica	  fueron	  fijados	  a	  las	  24hpf	  en	  PFA	  al	  
4%	  en	  PBS	  durante	  2	  horas	  y	  posteriormente	  lavados	  en	  PBTw	  durante	  la	  noche,	  para	  eliminar	  todos	  
los	  restos	  de	  fijador.	  Tras	  ser	  bloqueados	  usando	  un	  búfer	  de	  bloqueo	  (PBTw,	  2%	  suero	  de	  cabra,	  2	  
mg/ml	  albúmina	  de	  suero	  bovino)	  durante	  2	  horas,	  los	  embriones	  fueron	  incubados	  a	  4ºC	  durante	  la	  
noche	  con	  el	  anticuerpo	  primario	  correspondiente	  diluído,	  a	   la	  concentración	  adecuada,	  en	  solución	  
de	  bloqueo	  (ver	  Tabla	  M1).	  	  	  
	  
Tras	   reiterados	   lavados	   con	  PBTw	  para	   eliminar	   el	   anticuerpo	  primario	   no	  unido	   específicamente	   y	  
tras	  un	  nuevo	  paso	  de	  bloqueo,	  los	  embriones	  fueron	  incubados,	  de	  nuevo	  durante	  la	  noche,	  a	  4ºC	  y	  
protegidos	   de	   la	   luz,	   con	   el	   anticuerpo	   secundario	   correspondiente	   para	   cada	   caso	   (ver	   Tabla	  M1).	  
Tras	   un	   nuevo	   proceso	   de	   lavado	   del	   anticuerpo	   secundario	   usando	   PBTw,	   los	   embriones	   fueron	  
embebidos	   en	   glicerol	   al	   50%	   (nº	   cat.	   1.0494.1000,	   MERCK)	   diluido	   en	   PBS,	   montados	   en	   un	  
portaobjetos,	   cubiertos	   con	   un	   cubreobjetos	   y	   analizados	   al	   microscopio	   confocal	   (SP2,	   Leyca	  
Microsystems).	   En	   todos	   los	   casos,	   los	  embriones	   fueron	  además	   teñidos	   con	  DAPI	   como	  marcador	  
nuclear.	  
	  
Para	  poner	  de	  manifiesto	  las	  células	  en	  proceso	  de	  proliferación,	  se	  incubaron	  embriones	  inyectados	  
con	   TEAD-­‐EnR	   y	  Mo-­‐yap1	   en	  medio	   de	   cultivo	   con	   10	  mM	  de	   bromodeoxiuridina	   (BrdU)	   y	   15%	  de	  
DMSO	  durante	  30	  minutos.	  A	  continuación	  los	  embriones	  fueron	  fijados	  con	  PFA	  al	  4%	  en	  PBS	  durante	  
2	   horas	   a	   temperatura	   ambiente.	   Tras	   la	   fijación	   y	   varios	   lavados	   con	   0,1%	   PBTw,	   los	   embriones	  
fueron	  digeridos	  con	  Proteinasa	  K	  a	  una	  concentración	  de	  10	  mg/ml	  durante	  30	  segundos	  y	  fijados	  de	  
nuevo	  durante	  20	  minutos.	  Tras	  someter	  a	  los	  embriones	  a	  sucesivos	  lavados	  con	  PBTw	  para	  eliminar	  
todos	  los	  restos	  de	  fijador,	  estos	  fueron	  posteriormente	  incubados	  con	  HCl	  2N	  durante	  una	  hora,	  para	  
ser	  posteriormente	  lavados	  con	  PBTw	  hasta	  restablecer	  un	  pH	  aproximado	  a	  7.	  Tras	  este	  tratamiento,	  
se	  utilizó	  un	  anticuerpo	  anti-­‐BrdU	  (ver	  Tabla	  M1)	  y	  el	  proceso	  de	  inmunohistoquímica	  ya	  descrito	  para	  
detectar	  las	  células	  que	  incorporaron	  BrdU	  durante	  el	  periodo	  de	  incubación.	  
Tabla	  m1:	  Anticuerpos	  utilizados	  .	  	  	  	  
Tabla M1: Anticuerpos utilizados
Anticuerpo Dilución de uso
anti-BrdU (ratón) 1/200
anti-PH3 (conejo) 1/100
anti-Pdx1 (cobaya) 1/500
anti-ratón alexa 555 1/1000
anti-conejo alexa 555 1/1000
anti-cobaya alexa 555 1/1000
anti-cobaya alexa 488 1/1000
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5.	  Síntesis	  in	  vitro	  de	  ARN,	  microinyección	  de	  ARNm	  y	  morfolino	  Mo-­‐yap1	  y	  PCR	  a	  partir	  de	  embriones	  
inyectados.	  
Para	  generar	  una	  alteraciones	  en	  la	  funciónde	  yap1,	  se	  inyectaron	  5nl	  de	  un	  	  morfolino	  de	  ensamblaje	  
alternativo	  contra	  yap1	  (Mo-­‐yap1,	  ver	  Tabla	  Supl.	  2;	  Skouloudaki	  y	  cols.,	  2009)	  ,	  a	  una	  concentración	  
de	  2mM,	  en	  el	  vitelo	  de	  embriones	  en	  estadío	  de	  1	  ó	  2	  células.	  La	  actividad	  del	  morfolino	  fue	  
confirmada	  mediante	  PCR	  utilizando	  cebadores	  específicos	  para	  el	  locus	  de	  yap1	  (yap1_Fw	  y	  yap1_Rv,	  
ver	  Tabla	  Supl.	  2)	  y	  ADNc	  como	  molde,	  sintetizado	  a	  partir	  de	  ARN	  extraído	  a	  embriones	  inyectados.	  	  
	  
Para	   la	   síntesis	   del	   ARNm	   de	   yap1,	   se	   linearizó	   el	   plásmido	   	   con	   el	   ADNc	   correspondiente	   y	   se	  
transcribió	  usando	  la	  ARN	  polimerasa	  Sp6.	  Tras	  un	  tratamiento	  con	  ADNasa,	  el	  ARN	  fue	  extraído	  con	  
fenol	   y	   cloroformo,	   y	   al	   igual	   que	   para	   las	   ribosondas,	   el	   ARN	   obtenido	   fue	   purificado	   utilizando	  
columnas	  de	  dextrano.	  Para	  rescatar	  el	  fenotipo	  producido	  por	  el	  morfolino	  Mo-­‐yap1,	  se	  coinyectaron	  
50	  pg	  del	  ARNm	  de	  yap1	  junto	  con	  el	  morfolino.	  
	  
El	   ARNm	   de	   la	   proteína	   de	   fusión	   Tead2,	   procedente	   de	   ratón,	   con	   el	   dominio	   represor	   engrailed	  
(TEAD2-­‐EnR),	   fue	   sintetizado	   usando	   un	   vector	   de	   expresión	   descrito	   con	   anterioridad	   (Ota	   y	   cols.,	  
2008).	  Para	  estos	  experimentos	  de	  reducción	  de	  la	  función	  de	  Tead1,	  se	  inyectaron	  200	  pg	  del	  ARNm	  
de	  TEAD2-­‐EnR	  en	  el	  vitelo	  de	  embriones	  en	  estadío	  de	  1	  ó	  2	  células,	  al	   igual	  que	  en	  el	  caso	  de	  Mo-­‐
yap1.	  
	  
	  
6.	  Ensayos	  de	  transgénesis	  con	  el	  elemento	  Sox9e1.	  
	  
Para	   estos	   ensayos,	   la	   secuencia	   a	   testar	   fue	   seleccionada	   y	   clonada	   en	   el	   vector	   TOPO	   en	   el	  
laboratorio	  del	  Dr.	  Jorge	  Ferrer	  en	  Barcelona.	  Así	  mismo,	  también	  se	  clonó	  en	  TOPO	  una	  versión	  de	  la	  
misma	   secuencia	   a	   la	   que	   se	   le	   introdujo	  una	  mutación	   al	   sustituir	   tres	   uncleótidos	   (AAT	  por	  GCG)	  
pertenecientes	  al	  sitio	  de	  unión	  de	  TEAD	  existente.	   	  Más	  tarde,	  ya	  en	  nuestro	  laboratorio,	  estas	  dos	  
secuencias	   fueron	   recombinadas	   hacia	   un	   vector	   “enhancer	   test	   vector”	   (Fig.	   M2)	   diseñado	   para	  
analizar	   la	   capacidad	   de	   una	   secuencia	   para	   actuar	   como	   elemento	   regulador.	   	   Este	   vector	   está	  
compuesto	  por	  una	  secuencia	  de	  entrada	  o	  “gateway	  cassete”,	  donde	  se	  inserta	  el	  elemento	  a	  testar	  
por	  medio	   de	   una	   reacción	   de	   recombinación	   con	   el	   vector	   TOPO.	   Esta	   secuencia	   de	   entrada	   está	  
seguida	  por	  el	  promotor	  mínimo	  gata2	  y	  una	  proteína	  fluorescente	  verde	  mejorada	  (enhanced	  GFP,	  
eGFP)	   como	   gen	   reportero.	   Además	   este	   vector	   cuenta	   con	   un	   potente	   elemento	   regulador	   de	   la	  
expresión	  génica	  en	  el	  cerebro	  medio	  (z48),	  para	  ser	  utilizado	  como	  control	  interno	  de	  la	  eficiencia	  de	  
la	   transgénesis.	   Todos	   estos	   elementos,	   previamente	   descritos	   (Bessa	   y	   cols.	   2009),	   fueron	  
ensamblados	   en	   un	   transposón	   tol2	   	   (Kawakami	   y	   cols.,	   2000).	   Posteriormente,	   el	   proceso	   de	  
transgénesis	   realizado	   fue	   el	  mismo	   citado	   con	   aterioridad	   y	   los	   embriones	   fueron	  mantenidos	   en	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cultivo	  hasta	  las	  24	  y	  48	  hpf	  a	  28ºC,	  momento	  en	  el	  que	  fueron	  observados	  y	  documentados	  bajo	  la	  
lupa	  de	  fluorescencia.	  
	  
7.	  Análisis	  4C-­‐seq	  (Circular	  Chromosome	  Conformation	  Capture	  with	  high-­‐throughput	  Sequencing).	  
Los	   experimentos	   de	   4C-­‐seq	   fueron	   llevados	   a	   cabo,	   salvo	   pequeñas	   modificaciones,	   siguiendo	  
protocolos	  previamente	  publicados	  (Dekker	  y	  cols.,	  2002;	  Hagege	  y	  cols.,	  2007;	  Noordermeer	  y	  cols.,	  
2011;	  Splinter	  y	  cols.,	  2012).	  Para	  estos	  ensayos	  se	  utilizaron	  aproximadamente	  500	  embriones	  de	  24	  
hpf,	  tanto	  silvestres	  como	  tratados	  con	  AR	  	  o	  DEAB.	  Tras	  fijar	  los	  embriones	  en	  una	  solución	  de	  PFA	  al	  
2%	  en	  PBS,	  éstos	  fueron	  disgregados	  utilizando	  un	  tampón	  de	  lisis	  (10mM	  Tris	  pH	  8,	  10mM	  NaCl,	  0.3%	  
NP-­‐40,	  1X	  Complete	  Protease	  Inhibitor,	  Roche)	  a	  40C	  y	  un	  homogenizador	  de	  Dounce.	  Posteriormente,	  
la	   cromatina	   fue	  digerida	   con	   la	   endonucleasa	  DpnII	   (New	  England	  Biolabs)	   y	   a	   continuación	   ligada	  
mediante	  el	   uso	  de	   la	  ADN	   ligasa	  T4	   (Promega).	   El	   siguiente	  paso	   consistió	  en	  una	  nueva	  digestión	  
usando	   la	   endonucleasa	   Csp6I	   (Fermentas,	   Thermo	   Scientific),	   seguida	   de	   una	   nueva	   ligación.	  
Mediante	   la	   herramienta	   web	   Primer3	   v.	   0.4.0	   (Rozen	   y	   Skaletsky,	   2000),	   se	   diseñaron	  
oligonucleótidos	  cercanos	  a	  los	  puntos	  del	  genoma	  a	  analizar	  (puntos	  de	  vista),	  el	  promotor	  de	  mycb	  
(4C_mycb_Fw	  y	  4C_mycb_Rv,	  ver	  Tabla	  Supl.	  2)	  y	  el	  promotor	  de	  myca	  (4C_myca_Fw	  y	  4C_myca_Rv,	  
ver	   Tabla	   Supl.	   2),	   conteniendo	   éstos	   los	   adaptadores	   Illumina	   en	   su	   secuencia,	   necesarios	   para	   el	  
proceso	  de	  secuenciación.	  Las	  PCR	  fueron	  llevadas	  a	  cabo	  usando	  el	  kit	  de	  amplificación	  Expand	  Long	  
Template	   PCR	   System	   (Roche)	   para	   cada	   punto	   del	   genoma	   a	   analizar,	   y	   los	   productos	   de	   PCR,	  
purificados	   mediante	   el	   kit	   High	   Pure	   PCR	   Product	   Purification	   Kit	   (Roche).	   Finalmente,	   la	  
concentración	   de	   las	   muestras	   fue	   determinada	   usando	   Quanti-­‐iT	   PicoGreen	   dsDNA	   Assay	   Kit	  
(Invitrogen)	  y	  éstas	  fueron	  enviadas	  para	  su	  secuenciación.	  	  
!"#$%&'()!
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Fig.	   m2:	   “Enhancer	   Test	   Vector”.	   Representación	   esquemática	   del	   vector	   de	  
transgénesis,	   basado	   en	   el	   transposón	   Tol2,	   utilizado	   para	   evaluar	   la	   actividad	  
regulatoria	   del	   elemento	   Sox9e1,	   compuesto	   por	   el	   sitio	   de	   recombinación	   para	  
clonar	  la	  secuencia	  a	  testar	  (caja	  gris),	  seguido	  del	  promotor	  mínimo	  del	  gen	  gata2	  
(caja	  amarilla),	  el	  gen	  reportero	  GFP	  (caja	  verde)	  y	  el	  elemento	  regulador	  Z48	  (caja	  
azul).	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El	  análisis	  de	   los	   resultados	  arrojados	  por	  el	  4C-­‐seq	   fue	  realizado	  siguiendo	  protocolos	  previamente	  
descritos	   (Noordermeer	   y	   cols.,	   2011).	   Los	   datos	   crudos	   provenientes	   de	   la	   secuenciación	   fueron	  
demultiplexados	  y	  alineados	  usando	  el	  genoma	  del	  pez	  cebra	  (versión	  Zv9/danRer7,	  Jul.	  2010)	  como	  
referencia.	  A	  continuación,	  se	  descartaron	  las	  secuencias	  localizadas	  en	  fragmentos	  flanqueados	  por	  
dos	   sitios	   de	   restricción	   de	   la	  misma	   enzima	  o	   en	   fragmentos	   de	  menos	   de	   40	   pb	   de	   longitud.	   Las	  
secuencias	  mapeadas	  fueron	  posteriormente	  convertidas	  a	  lecturas	  por	  extremo	  de	  fragmento	  de	  la	  
primera	   enzima	   de	   restricción	   y	   la	   señal	   fue	   suavizada	   mediante	   un	   algoritmo	   de	   promedio	   por	  
ventanas	  con	  desplazamiento.	  Además,	  para	  mycb,	  se	  utilizó	  otro	  algoritmo	  para	  hallar	  las	  diferencias	  
de	  señal	  de	  las	  secuencias	  mapeadas	  provenientes	  de	  muestras	  de	  embriones	  tratados	  con	  RA	  y	  DEAB	  
con	   respecto	   a	   las	   secuencias	   mapeadas	   provenientes	   de	   muestras	   de	   embriones	   silvestres.	  
Finalmente,	   los	   datos	   suavizados	   fueron	   visualizados	   utilizando	   la	   herramienta	   “Genome	   Browser”	  
disponible	  en	  el	  sitio	  web	  de	  UCSC	  (UCSC	  browser:	  http://genome.ucsc.edu/;	  Bernstein	  y	  cols.,	  2006;	  
Mikkelsen	  y	  cols.,	  2007).	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1.	  Búsqueda	  de	  nuevos	  genes	  regulados	  por	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico.	  
1.1	  Generación	  de	  la	  colección	  de	  líneas	  transgénicas	  ED	  de	  pez	  cebra.	  
En	  organismos	  pluricelulares,	   la	   regulación	   cis	   controla	   la	   correcta	  expresión	   génica	  en	  el	  
espacio	   y	   en	   el	   tiempo.	   A	   pesar	   del	   papel	   esencial	   que	   juega	   la	   regulación	   cis	   en	   el	  
desarrollo	   y	   la	   evolución	   de	   los	   organismos	   y	   en	   enfermedades	   humanas,	   nuestro	  
conocimiento	  a	  cerca	  de	   las	  secuencias	  regulatorias	  contenidas	  en	  el	  genoma	  está	  basado	  
en	   el	   análisis	   de	   su	   actividad	   de	  manera	   individual	   y	   fuera	   de	   su	   contexto	   genómico.	   La	  
regulación	   transcripcional	   es	   llevada	   a	   cabo	   por	   multitud	   de	   elementos	   cis-­‐reguladores	  
(ECR)	   que	   controlan	   la	   activación	   espaciotemporal	   génica	   y	   los	   niveles	   de	   expresión.	   Los	  
genes	  con	  patrones	  de	  expresión	  complejos	  son	  regulados	  por	  múltiples	  ECRs	  distribuidos	  a	  
lo	  largo	  de	  amplias	  distancias	  genómicas	  que	  conforman	  los	  llamados	  paisajes	  regulatorios	  
o	  entornos	  genómicos	   (Ragvin	  y	  cols.,	  2010;	  Spitz	  y	  cols.,	  2003;	  de	  Laat	  y	  Duboule,	  2013).	  
Los	   límites	   de	   estos	   paisajes	   regulatorios	   están	   a	  menudo	   delimitados	   por	   aisladores,	   un	  
tipo	   específico	   de	   elemento	   ECR	   que	   impide	   la	   interacción	   entre	   entornos	   genómicos	  
adyacentes	   (Geyer	   y	   Corces,	   1992;	   Chung	   y	   cols.,	   1993;	   Bell	   y	   cols.,2001;	   Martin	   y	   cols.	  
2011;	  Dixon	  y	  cols.	  2012;	  Phillips-­‐Cremins	  y	  Corces,	  2013).	  
A	  pesar	  de	  que	  el	  uso	  de	  técnicas	  de	  secuenciación	  de	  nueva	  generación	  junto	  con	  ensayos	  
de	   reporteros	   in	   vivo	   ha	   facilitado	   enormemente	   la	   identificación	   de	   ECRs	   (Visel	   y	   cols.,	  
2009;	  Blow	  y	  cols.,	  2010),	  aún	  existe	  poca	  información	  a	  cerca	  de	  la	  contribución	  de	  estas	  
secuencias	   no	   codificantes	   a	   la	   expresión	   génica	   en	   sus	   contextos	   genómicos	   así	   como	  
acerca	  de	  su	  organización	  en	  entornos	  regulatorios	  y	  de	  las	  consecuencias	  funcionales	  de	  su	  
disrupción	   (Lettice	   y	   cols.,	   2002;	   Jeong	   y	   cols.	   ,	   2008;	   Ghiasvand	   y	   cols.,	   2011;	   Collette	   y	  
cols.,	  2012;	  Visel	  y	  cols.,	  2010).	  
Para	  tratar	  de	  dar	  respuesta	  a	  estas	  preguntas	  se	  ha	  desarrollado	  en	  nuestro	  laboratorio	  un	  
vector	   de	   disrupción	   de	   la	   expresión	   génica	   (	   Expression	   Disruption,	   ED)	   basado	   en	   el	  
transposón	  Tol2,	  que	  alberga	  un	  potente	  aislador.	  Esta	  estrategia	  permite	  la	  detección	  y	  la	  
disrupción	  in	  vivo	  de	  entornos	  regulatorios	  complejos.	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El	  vector	  ED.	  
El	  vector	  ED	  es	  un	  transposón	  Tol2	  (Kawakami	  y	  cols.	  2000)	  que	  incluye	  un	  potente	  aislador	  
flanqueado	  por	  dos	  genes	  reporteros	  fluorescentes	  bajo	  el	  control	  de	  promotores	  mínimos	  
que	  funcionan	  como	  detectores	  de	  elementos	  reguladores	  (enhancer	  traps;	  Fig.	  r1).	  Así,	  el	  
aislador	  debería	  causar	  la	  disrupción	  del	  entorno	  regulatorio	  en	  el	  que	  se	  integre.	  Además,	  
la	  información	  regulatoria	  corriente	  arriba	  o	  corriente	  abajo	  del	  punto	  de	  inserción	  debería	  
activar	   diferencialmente	   la	   expresión	  de	   los	   genes	   reporteros	   de	   la	   proteína	   fluorescente	  
verde	  (Green	  Fluorescent	  Protein,	  GFP)	  o	  de	  la	  proteína	  fluorescente	  roja	  (Red	  Fluorescent	  
Protein,	  RFP)	  que	  componen	  los	  enhancer	  traps	  posicionados	  a	  cada	  lado	  del	  aislador	  (ver	  
Fig.	  m1).	  !"#$%&'()!
"! "! "!
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Fig.	  r3:	  Identificación	  de	  los	  lugares	  de	  inserción	  del	  vector	  ED	  y	  su	  distribución	  en	  
el	  genoma	  del	  pez	  cebra.	  Representación	  esquemática	  del	  proceso	  de	  identificación	  
de	   los	   lugares	   de	   inserción	   del	   vector	   ED	   por	   PCR	   inversa	   (A).	   Las	   inserciones	  
mapeadas	  hasta	  el	  momento	  quedaron	  distribuidas	  al	  azar	  por	  todo	  el	  genoma	  del	  
pez	  cebra,	  pudiendo	  encontrarse	  en	  todos	  los	  cromosomas	  exceptuando	  el	  8	  y	  el	  10	  
(B)	   y	   tanto	   en	   regiones	   intergénicas	   como	   intrónicas	   y	   exónicas	   (C).	  Adaptado	   de	  
Bessa	  y	  cols.,	  2013.	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Mediante	  el	  uso	  del	  vector	  ED,	  coinyectándolo	  junto	  con	  el	  ARNm	  de	  la	  transposasa	  Tol2,	  se	  
generaron	  223	   líneas	   transgénicas	  estables	  y	  se	  documentaron	  sus	  patrones	  de	  expresión	  
de	  GFP	   y	   RFP	   a	   las	   24	   y	   48	   horas	   post	   fertilización	   (hpf;	   Tabla	   Suplementaria	   1).	   La	   gran	  
mayoría	   de	   las	   líneas	   mostraron	   diferentes	   patrones	   de	   expresión	   de	   las	   proteínas	  
fluorescentes	  verde	  y	  roja	  (n=173,	  78%;	  Fig	  r2A-­‐C),	  abarcando	  casos	  de	  expresión	  de	  GFP	  y	  
RFP	   en	   diferentes	   tejidos	   (n=143;	   Fig.	   r2A)	   y	   casos	   en	   los	   que	   solamente	   se	   apreció	  
expresión	  de	  GFP	  (n=18;	  Fig.	  r2C)	  o	  de	  RFP	  (n=12;	  Fig.	  r2B).	  Estos	  resultados	  sugieren	  que	  
ambos	   “enhancer	   traps”	   son	   capaces	   de	   detectar	   diferentes	   secuencias	   regulatorias	   del	  
entorno	   genómico	   original	   separadas	   por	   el	   aislador	   (Fig.	   r1).	   Una	   fracción	   de	   las	   líneas	  
(n=50,	  22%;	  Fig.	  r2D)	  mostraron	  una	  total	  coexpresión	  de	  GFP	  y	  RFP,	  lo	  que	  podría	  sugerir	  la	  
existencia	  de	  redundancia	  en	  los	  elementos	  reguladores	  corriente	  arriba	  y	  corriente	  abajo	  
del	   punto	   de	   inserción	   o,	   alternativamente,	   el	   fallo	   en	   la	   actividad	   del	   aislador	   en	   esas	  
regiones	  genómicas	  en	  particular.	  
	  
Identificación	  de	  los	  lugares	  de	  inserción	  del	  vector	  ED.	  
Para	   conocer	   la	  posición	  del	  punto	  de	   inserción	  del	   vector	  ED	  en	  el	   genoma	  de	   las	   líneas	  
transgénicas	   y	   determinar	   si	   es	   capaz	   de	   recapitular	   el	   patrón	   de	   expresión	   de	   genes	  
vecinos,	  se	  procedió	  al	  mapeo	  de	  cada	  una	  de	  estas	   líneas	  mediante	  PCR	  inversa.	  Así,	  por	  
cada	   línea	   transgénica	   se	   extrajo	   ADN	   genómico	   que	   fue	   digerido	   con	   la	   enzima	   de	  
restricción	  de	  corte	  frecuente	  Sau3AI,	  que	  reconoce	  la	  secuencia	  GATC.	  Tras	  la	  digestión	  y	  
un	  posterior	  paso	  de	  ligación	  para	  circularizar	  los	  fragmentos	  digeridos,	  se	  procedió	  con	  dos	  
rondas	   de	   PCR	   inversa	   anidadas,	   utilizando	   cebadores	   específicos	   para	   los	   extremos	   del	  
transposón.	   Tras	   purificar	   y	   clonar	   en	   el	   vector	   TOPO	   el	   producto	   de	   PCR	   obtenido,	   las	  
muestras	  fueron	  enviadas	  para	  su	  secuenciación	  utilizando	  el	  cebador	  GW1	  (Fig.	  r3A).	  Para	  
dar	  más	  fiabilidad	  a	  los	  resultados,	  todo	  el	  proceso	  de	  mapeo	  se	  realizó	  de	  forma	  paralela	  
para	   las	  dos	  puntas	  del	   transposón,	  usando	  cebadores	  específicos	  para	  cada	  extremo	  (ver	  
materiales	  y	  métodos).	  	  
Gracias	   a	   este	   método,	   se	   pudo	   determinar	   el	   punto	   de	   inserción	   del	   transposón	   en	   el	  
genoma	  de	  59	  de	  las	  líneas	  transgénicas	  generadas	  (Tabla	  Suplementaria	  1).	  Las	  inserciones	  
mapeadas	   quedaron	   distribuidas	   por	   todo	   el	   genoma	   pudiendo	   encontrarse	   en	   todos	   los	  
cromosomas	  exceptuando	  el	  8	  y	  el	  10	  (Fig.	  r3B).	  El	  54%	  de	  los	  puntos	  de	  inserción	  quedaron	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situados	   en	   regiones	   intergénicas	   del	   genoma,	   mientras	   que	   el	   44%	   lo	   fue	   en	   regiones	  
intrónicas	  y	  el	  2%	  en	  regiones	  exónicas	  (Fig.	  r3C).	  A	  continuación,	  se	  compararon	  el	  patrón	  
de	   expresión	   de	   esas	   líneas	   con	   el	   de	   los	   genes	   cercanos	   a	   las	   inserciones,	   pudiendo	  
haberse	  establecido	  asociaciones	  entre	  una	  línea	  ED	  y	  un	  gen	  en	  concreto	  en	  32	  casos.	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Fig.	  r3:	  Identificación	  de	  los	  lugares	  de	  inserción	  del	  vector	  ED	  y	  su	  distribución	  en	  
el	  genoma	  del	  pez	  cebra.	  Representación	  esquemática	  del	  proceso	  de	  identificación	  
de	   los	   lugares	   de	   inserción	   del	   vector	   ED	   por	   PCR	   inversa	   (A).	   Las	   inserciones	  
mapeadas	  hasta	  el	  momento	  quedaron	  distribuidas	  al	  azar	  por	  todo	  el	  genoma	  del	  
pez	  cebra,	  pudiendo	  encontrarse	  en	  todos	  los	  cromosomas	  exceptuando	  el	  8	  y	  el	  10	  
(B)	   y	   tanto	   en	   regiones	   intergénicas	   como	   intrónicas	   y	   exónicas	   (C).	  Adaptado	   de	  
Bessa	  y	  cols.,	  2013.	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1.2	  Ensayos	  de	  inhibición	  y	  sobreactivación	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico.	  
El	  número	  de	  genes	  candidatos	  a	  responder	  a	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico	  (AR)	  
crece	   rápidamente	   con	   el	   uso	   de	   las	   nuevas	   tecnologías	   que	   permiten	   la	   realización	   de	  
técnicas	   cada	   vez	   más	   sensibles	   y	   a	   mayor	   escala.	   	   Por	   ejemplo,	   recientemente	   se	   han	  
llevado	   a	   cabo	   cultivos	   embionarios	   de	   roedores	   combinados	   con	   el	   uso	   de	   tratamientos	  
con	  AR	  para	  posteriormente	   realizarse	  análisis	  de	  microarray	  para	   identificar	  genes	  cuyos	  
niveles	  de	  expresión	  fueran	  regulados	  por	  esta	  vía	  de	  señalización	  (Luijten	  y	  cols.,	  2010).	  En	  
nuestro	   caso,	   para	   realizar	   una	   búsqueda	   de	   nuevos	   genes	   regulados	   por	   la	   vía	   de	  
señalización	  del	  AR	  e	  intentar	  desentrañar	  los	  mecanismos	  moleculares	  que	  subyacen	  bajo	  
esta	   regulación,	   hemos	   utilizado	   la	   colección	   de	   líneas	   transgénicas	   ED	   generadas	   en	  
nuestro	  laboratorio.	  El	  vector	  ED	  	  integrado	  en	  cada	  una	  de	  estas	  líneas	  tiene	  la	  capacidad	  
de	   leer	   in	   vivo	   el	   entorno	   regulatorio	   cercano	   al	   punto	   de	   inserción	   por	   medio	   de	   sus	  
enhancer	   traps,	   lo	   que	   nos	   permite	   encontrar	   entornos	   regulatorios	   que	   responden	   a	  
cambios	   en	   la	   actividad	   de	   la	   vía	   de	   señalización	   del	   AR	   y	   los	   genes	   asociados	   a	   estos	  
entornos.	  
	  
Líneas	  transgénicas	  usadas.	  
Al	   diseñar	   la	   estrategia	   experimental	   	   a	   llevar	   a	   cabo,	   se	   decidió	   utilizar	   solamente	   el	  
reportero	   GFP	   presente	   en	   las	   líneas	   ED	   con	   la	   intención	   de	   simplificar	   los	   análisis.	   Para	  
seleccionar	  el	  subconjunto	  de	  líneas	  ED	  que	  serían	  usadas	  en	  nuestros	  ensayos,	  del	  total	  de	  
las	  223	  líneas	  generadas,	  se	  atendió	  	  principalmente	  a	  tres	  criterios.	  Se	  eligieron	  líneas	  ED	  
cuyo	   patrón	   de	   expresión	   de	   GFP	   fuera	   restringido	   a	   tejidos	   u	   órganos	   concretos,	   sin	  
presentar	  expresión	  de	  GFP	  difusa,	  débil	  o	  extendida	  por	  grandes	  áreas	  del	  embrión	  y	  que	  
expresaran	  GFP	  a	  las	  24hpf,	  pues	  es	  ese	  el	  estadio	  del	  desarrollo	  en	  el	  que	  se	  analizaría	  el	  
efecto	  de	  la	  manipulación	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  AR.	  Además	  también	  se	   incluyeron	  
con	  preferencia	   líneas	  previamente	  mapeadas	  y	  asociadas	  a	  algún	  gen	  de	  especial	   interés	  
(Fig.	  r4;	  Tabla	  r1).	  	  
El	   análisis	   realizado	   a	   cada	   una	   de	   las	   líneas	   seleccionadas	   consistió	   en	   la	   exposición,	  
durante	  un	  tiempo	  y	  en	  un	  estadio	  determinados,	  de	  los	  embriones	  a	  AR	  y	  al	  inhibidor	  de	  la	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enzima	   retinaldehído	   deshidrogenasa	   (RALDH)	   4-­‐dietilaminobenzaldehido	   (DEAB),	   para	  
incrementar	  o	  reducir	  respectivamente	  la	  actividad	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  AR.	  Como	  
control,	   se	   usaron	   embriones	   tratados	   con	   dimetilsulfóxido	   (DMSO),	   compuesto	   usado	  
como	  disolvente	  del	  AR	  y	  el	  DEAB.	  Esta	  exposición	  se	  llevó	  a	  cabo	  diluyendo	  los	  compuestos	  
a	  diferentes	  concentraciones	  en	  el	  medio	  de	  cultivo	  de	  embriones	  de	  pez	  cebra	  y	  dejando	  
desarrollarse	  a	  los	  embriones	  en	  estas	  condiciones	  durante	  14	  horas.	  Tras	  el	  tratamiento,	  se	  
tomaron	  fotografías	  del	  patrón	  de	  expresión	  de	  GFP	  de	  cada	  uno	  de	  los	  embriones	  a	  24hpf	  
para	   detectar	   los	   posibles	   cambios	   en	   los	   niveles	   o	   patrones	   de	   GFP	   (ver	   materiales	   y	  
métodos).	  	  
-­‐ 	  
!"#$%&'()!
!"#$ !"#%& !"#$%
!"#'%### !"#&%###
!"#()
!"#&&### !"#*%###
!"#*&### !"#)&### !"#)*### !"#+,'#
!"#+,*### !"#+-+### !"#+-)### !"#+'%###
!"#+*,### !"#+*'### !"#+)'###
Fig.	   r4:	   Conjunto	   de	   líneas	   ED	   usadas	   en	   el	   estudio.	   Patrones	   de	   GFP	  
correspondientes	  a	  las	  diferentes	  líneas	  transgénicas	  seleccionadas	  para	  los	  ensayos	  
de	  manipulación	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico.	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-­‐ Todo	   el	   proceso	   de	   análisis	   se	   dividió	   en	   dos	   etapas.	   En	   una	   primera	   fase,	   se	   realizó	   un	  
cribado	  rápido	  de	  las	  líneas,	  utilizando	  un	  bajo	  número	  de	  embriones	  	  de	  cada	  una	  de	  ellas	  
y	   una	   sola	   concentración	   tanto	   de	   AR	   como	   de	   DEAB.	   Tras	   un	   primer	   análisis	   visual,	   las	  
Tabla R1
Líneas utilizadas y gen asociado
Línea Gen asociado Tejidos afectados RA DEAB
!"# !"#$ $%&'(%)*'+*%)*+,%-./01* 2 3
!"45 Dacha Vesícula ótica 3 6
!"78 Axin2 Cerebro medio 6 6
Ojo 6 6
 Rombómeros 6 2
Cerebro anterior 3 6
 Rombómero 3 6
Arcos branquiales 3 6
Ojo 3 3
$%&'(%)*'+*%)*+,%-./01 3 6
9+:+;:-*<+'/- 6 3
=/.>+<)*1+:?/-.- 3 6
@:,-.*;:)1A(/)%+. 6 3
9+:+;:-*)1>+:/-: 2 3
9+:+;:-*<+'/- 6 6
@:,-.*;:)1A(/)%+. 6 3
!"B5 - Cerebro medio 3 3
C+.D,(%)*0E,) 3 6
@:,-.*;:)1A(/)%+. 3 2
!"8B % Somitos 6 6
!"FGH - Cerebro anterior 3 6
Cerebro anterior 2 3
Cerebro medio 6 3
Cerebro anterior 6 3
Ojo 6 3
Notocorda 6 3
Cerebro anterior 3 6
Cerebro posterior 2 6
Cerebro anterior 6 3
Cerebro medio 6 3
Cerebro posterior 3 2
!"FBG - Notocorda 3 3
!"FBH - Cerebro posterior 3 3
Ojo 6 6
Vesícula ótica 3 6
Notocorda 6 6
!"FH4 %
!"F8H %
!"FGB &''(
!"FIF %
!"FI8 %
!"55 )*+,
!"B4 )*+-
!"85 !"#(
!"#4 %
!"H4 Rgma
!"54 %
Tabla	  r1:	  Líneas	  ED	  usadas,	  genes	  asociados	  y	  resumen	  resultados	  preliminares.	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imágenes	   de	   los	   embriones	   de	   aquellas	   líneas	   que	   parecían	   presentar	   cambios	   en	   los	  
niveles	  de	  GFP,	   fueron	  estudiadas	  con	  más	  detalle	  mediante	  un	  programa	   informático	  de	  
análisis	  de	  imagen	  para	  poder	  cuantificar	  dichas	  variaciones.	  En	  la	  segunda	  fase,	  se	  usaron	  
aquellas	   líneas	   que	   arrojaron	   resultados	   interesantes	   tras	   el	   análisis	   preliminar,	   para	  
cuantificar	  los	  niveles	  de	  GFP	  tras	  repetir	  los	  tratamientos	  con	  RA	  y	  DEAB,	  utilizando	  en	  esta	  
ocasión	  tres	  concentraciones	  diferentes	  y	  un	  mayor	  número	  de	  embriones.	  	  
	  
Resultados	  de	  los	  tratamientos	  con	  RA	  y	  DEAB.	  
Tras	   el	   análisis	   visual	   preliminar	   que	   se	   realizó	   a	   un	   total	   de	   33	   líneas	   ED,	   se	   pudieron	  
apreciar	  cambios	  en	   los	  niveles	  de	  GFP	  en	  19	  de	  ellas	   (Fig.	   r4),	  que	   fueron	  sometidas	  a	   la	  
cuantificación	  de	  la	   intensidad	  de	  GFP	  por	  medios	   informáticos	  (ver	  anexo1).	  En	  resumen,	  
todas	   estas	   líneas	   	   presentaron	   un	   aumento	   o	   una	   disminución	   en	   los	   niveles	   de	  GFP	   en	  
algún	  tejido	  en	  concreto.	  Así	  mismo,	  muchas	  de	  las	  líneas	  presentaron	  tejidos	  en	  los	  que	  no	  
se	  pudo	  detectar	  ninguna	  variación	  en	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  GFP,	  lo	  que	  podría	  indicar	  
un	  efecto	  específico	  de	   tejido	  de	   los	   tratamientos	  con	  AR	  y	  DEAB	   (Tabla	   r1).	  A	   la	  vista	  de	  
estos	   resultados,	   se	   seleccionaron	   dos	   de	   las	   líneas	   más	   interesantes	   (ED82	   y	   ED97	  
asociadas	  a	  los	  genes	  fgf3	  y	  mycb	  respectivamente)	  para	  realizar	  un	  estudio	  más	  profundo	  
que	  pudiera	  arrojar	  resultados	  estadísticamente	  significativos.	  	  
	  
ED82	  (fgf3).	  
Para	   confirmar	   los	   resultados	   obtenidos	   en	   el	   análisis	   preliminar	   y	   obtener	   un	   conjunto	  
robusto	  de	  datos	  que	  nos	  permitiera	  confirmar	  los	  resultados	  preliminares,	  se	  repitieron	  los	  
tratamientos	  utilizando	  tres	  diferentes	  concentraciones	  de	  AR	   (4x10-­‐8M,	  8x10-­‐8M	  y	  16x10-­‐
8M)	   y	   de	   DEAB	   (4x10-­‐5M,	   8x10-­‐5M	   y	   16x10-­‐5M).	   Además,	   se	   fotografiaron	   un	   número	  
suficiente	   de	   embriones	   que	   nos	   permitiera	   obtener	   resultados	   estadísticamente	  
significativos	   y	   que	   más	   tarde	   fueron	   analizados	   mediante	   el	   uso	   de	   un	   programa	  
informático	  de	  análisis	  de	  imagen.	  	  
	  
Para	  la	  línea	  ED82	  fueron	  analizados	  los	  niveles	  de	  GFP	  presentes	  en	  los	  arcos	  branquiales,	  
la	  región	  caudal	  y	  el	  cerebro	  anterior,	  medio	  y	  posterior	  (Fig.	  r5).	  Los	  tejidos	  que	  arrojaron	  
los	  resultados	  más	  interesantes	  fueron	  el	  cerebro	  medio	  y	  los	  arcos	  branquiales.	  En	  el	  caso	  
del	   cerebro	  medio,	   la	   intensidad	  GFP	  aumentó	   significativamente	   tanto	  en	   los	  embriones	  
tratados	  con	  AR	  como	  en	  los	  tratados	  con	  DEAB	  en	  todas	  las	  concentraciones	  testadas,	  con	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respecto	  a	  los	  embriones	  control	  tratados	  con	  DMSO.	  Con	  respecto	  a	  los	  arcos	  branquiales,	  
los	  embriones	  tratados	  con	  AR	  presentaron	  niveles	  de	  GFP	  significativamente	  mayores	  para	  
las	   tres	   concentraciones.	   Este	   aumento	   parece	   comportarse	   de	   manera	   proporcional	   al	  
incremento	  de	  la	  concentración	  de	  AR	  en	  el	  medio	  de	  cultivo.	  Por	  su	  parte,	   los	  embriones	  
tratados	   con	   DEAB	   mostraron	   una	   disminución	   estadísticamente	   significativa	   en	   la	  
expresión	   del	   reportero,	   solamente	   al	   ser	   incubados	   en	   la	   concentración	   más	   elevada	  
(16x10-­‐5M).	  	  
	  
!"#$%&'()!
Fig.	   r5:	   Respuesta	   de	   la	   línea	   ED	   82	   a	   los	   tratamientos.	   Comportamiento	   de	   los	  
diferentes	  tejidos	  que	  expresan	  GFP	  en	  ED	  82	  tras	  la	  exposición	  de	  los	  embriones	  a	  AR	  y	  
DEAB.	  Las	  mayores	  diferencias	  significativas	  se	  obtuvieron	  en	  los	  arcos	  branquiales	  tras	  el	  
tratamiento	  con	  AR	  (*	  =	  P<0,05;	  **=	  P<0,01;	  ***	  =	  P<0,001;	  ****	  =	  P<0,0001).	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  ED97(mycb).	  
	  
Al	  igual	  que	  para	  ED82,	  se	  analizaron	  en	  profundidad	  el	  patrón	  y	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  
GFP	   de	   la	   línea	   ED97,	   tras	   la	   exposición	   de	   los	   embriones	   transgénicos	   a	   las	   condiciones	  
experimentales	  previamente	  descritas.	  
	  
En	   este	   caso,	   los	   tejidos	   analizados	   fueron	   los	   arcos	   branquiales,	   el	   cerebro	   medio	   y	   la	  
vesícula	  ótica.	  Con	  la	  excepción	  de	  una	  pequeña	  disminución	  del	  5%	  en	  la	  intensidad	  media	  
de	  GFP	  en	  el	  cerebro	  medio	  con	  respecto	  a	  los	  controles,	  al	  tratar	  los	  embriones	  con	  16x10-­‐
5M	   de	   DEAB,	   no	   se	   encontraron,	   ni	   en	   este	   tejido	   ni	   en	   la	   vesícula	   ótica,	   cambios	  
significativos	   en	   la	   intensidad	   de	   la	   fluorescencia	   en	   ninguna	   de	   las	   condiciones	  
experimentales	  testadas	  (Fig.	  r6).	  	  
	  
Los	   arcos	   branquiales	   sin	   embargo,	   mostraron	   una	   interesante	   respuesta	   ante	   la	  
manipulación	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  AR.	  Al	  tratar	  los	  embriones	  con	  cualquiera	  de	  las	  
tres	   concentraciones	   de	   AR,	   se	   produjo	   una	   gran	   disminución	   de	   más	   del	   60%	   en	   la	  
intensidad	  media	  de	  la	  fluorescencia	  emitida	  por	  el	  GFP	  con	  respecto	  a	   los	  controles.	  Esta	  
!"#$%&'()!
Fig.	   r6:	   Respuesta	   de	   la	   línea	   ED	   97	   a	   los	   tratamientos.	   Comportamiento	   de	   los	  
diferentes	  tejidos	  que	  expresan	  GFP	  en	  ED	  97	  tras	  la	  exposición	  de	  los	  embriones	  a	  
AR	   y	   DEAB.	   Los	   niveles	   de	   fluorescencia	   de	   los	   arcos	   branquiales	   mostraron	   una	  
respuesta	  opuesta	  tras	  el	  tratamiento	  con	  AR	  o	  con	  DEAB.	  (*	  =	  P<0,05;	  **=	  P<0,01;	  ***	  
=	  P<0,001;	  ****	  =	  P<0,0001).	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reducción	   parece	   no	   comportarse	   de	   manera	   proporcional	   a	   la	   concentración	   de	   RA,	   al	  
menos	  en	  el	  rango	  de	  concentraciones	  testado,	  ya	  que	  se	  detectaron	  los	  mínimos	  niveles	  de	  
fluorescencia	  desde	  la	  exposición	  de	  los	  embriones	  a	  la	  concentración	  más	  baja	  (Fig.	  r6).	  	  
	  
El	  tratamiento	  con	  DEAB	  tuvo,	  en	   los	  arcos	  branquiales,	  el	  efecto	  contrario	  al	  tratamiento	  
con	   AR.	   En	   este	   caso,	   los	   niveles	   medios	   de	   fluorescencia	   sufrieron	   un	   aumento	   de	  
alrededor	   del	   20%,	   alcanzándose	   ya,	   al	   igual	   que	   con	   el	   tratamiento	   con	   AR,	   la	   mayor	  
respuesta	  desde	  la	  concentración	  más	  baja	  probada	  (Fig.	  r6).	  
	  
Estos	  resultados	  en	  conjunto,	  indican	  que	  la	  incubación	  de	  embriones	  de	  la	  línea	  	  con	  RA	  o	  
DEAB	  es	  capaz	  de	  disminuir	  o	  aumentar	  respectivamente	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  GFP	  de	  
manera	  tejido	  específica	  ya	  que	  son	  los	  arcos	  branquiales	  el	  único	  tejido	  afectado.	  
	  
Variación	  de	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  ARNm	  de	  mycb.	  
	  
A	   la	   vista	   de	   la	   gran	   reducción	   en	   los	   niveles	   de	   fluorescencia	   de	   los	   arcos	   branquiales	  
producida	   por	   el	   tratamiento	   con	   AR	   y	   el	   aumento	   de	   la	  misma	   tras	   el	   tratamiento	   con	  
DEAB	  (Fig.	  r7A-­‐C),	  se	  decidió	  examinar	  el	  patrón	  de	  expresión	  de	  mycb,	  el	  gen	  asociado	  a	  la	  
línea	  ED97	  y	  determinar	  si	  los	  niveles	  del	  transcrito	  presentaban	  un	  comportamiento	  similar	  
a	   los	  del	  GFP.	  Para	  ello,	   se	   realizaron	  hibridaciones	   in	   situ	  a	  embriones	   tratados	  con	  AR	  y	  
DEAB,	  usando	  una	  sonda	  específica	  para	  detectar	  el	  ARNm	  de	  mycb.	  
Los	   embriones	   tratados	   con	   4x10-­‐8M	   de	   AR	   mostraron	   una	   reducción	   en	   los	   niveles	   de	  
expresión	   de	   mycb	   en	   los	   arcos	   branquiales	   con	   respecto	   a	   los	   controles,	   llegando	   a	  
hacerse,	  en	  ocasiones,	  prácticamente	  indetectables.	  Los	  embriones	  tratados	  con	  	  	  	  	  4x10-­‐5M	  
de	  DEAB	  presentaron,	  por	  su	  parte,	  un	  ligero	  aumento	  en	  los	  niveles	  del	  transcrito	  de	  mycb	  
en	   el	   mismo	   tejido	   (Fig.	   r7D-­‐F).	   Por	   lo	   tanto,	   podemos	   concluir	   que	   los	   cambios	   en	   los	  
niveles	   de	   fluorescencia	   presentes	   en	   los	   arcos	   branquiales	   de	   embriones	   de	   la	   línea	  
transgénica	  ,	  producidos	  por	  la	  sobreactivación	  o	  la	  inhibición	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  
AR,	  traen	  aparejados	  el	  mismo	  efecto	  sobre	  los	  niveles	  de	  transcripción	  de	  mycb.	  Así,	  estos	  
resultados	   sugieren	   que	   esta	   vía	   de	   señalización	   es	   capaz	   de	   controlar	   los	   niveles	   de	  
expresión	   del	   gen	  mycb	   específicamente	   en	   los	   arcos	   branquiales,	   en	   embriones	   de	   pez	  
cebra	  a	  las	  24hpf.	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La	   reducción	   en	   los	   niveles	   fluorescencia	   de	   ED97	   y	   de	   expresión	   de	  mycb	   en	   los	   arcos	  
branquiales	  no	  es	  debido	  a	  la	  pérdida	  del	  tejido.	  
	  
Tras	   los	   resultados	   comentados	   anteriormente,	   cabe	   cuestionarse	   si	   la	   reducción	   en	   la	  
fluorescencia	  emitida	  por	  el	  GFP	  en	  de	  los	  arcos	  branquiales	  de	  embriones	  de	  la	  línea	  ED97,	  
así	  como	  la	  disminución	  en	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  mycb	  en	  el	  mismo	  tejido	  tras	  tratar	  a	  
los	  con	  AR,	  son	  provocadas	  por	  la	  pérdida	  del	  tejido	  debido	  a	  los	  efectos	  teratogénicos	  de	  la	  
adición	  de	  esta	  sustancia	  al	  medio	  de	  cultivo	  durante	  el	  desarrollo.	  	  
	  
Para	   responder	   a	   esta	   cuestión	   se	   realizaron	   tinciones	   inmunofluorescentes,	   usando	   un	  
anticuerpo	   anti-­‐Zn5,	   a	   embriones	   de	   la	   línea	   ED97	   de	   24hpf	   que	   fueron	   previamente	  
incubados,	   al	   igual	   que	   en	   los	   ensayos	   anteriores,	   en	   medio	   de	   cultivo	   con	   una	  
concentración	  de	  4x10-­‐5M	  de	  AR.	  El	  anticuerpo	  anti-­‐Zn5	  se	  une	  específicamente	  a	  los	  sacos	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Fig.	  r7:	  Respuesta	  de	  los	  niveles	  de	  transcripción	  del	  reportero	  en	  ED	  97	  y	  del	  
ARNm	   de	   mycb	   ante	   la	   manipulación	   de	   la	   vía	   de	   señalización	   del	   ácido	  
retinoico.	   Patrones	   de	   expresión	   de	   GFP	   de	   embriones	   de	   la	   línea	   ED	   97	   de	  
24hpf	   tras	   ser	   incubados	   con	   AR	   (B)	   y	   DEAB	   (C)	   en	   comparación	   con	   los	  
embriones	   control	   	   tratados	   con	  DMSO	   (A).	   La	   hibridación	   in	   situ	   realizada	   a	  
embriones	  silvestres	  sometidos	  a	  las	  mismas	  condiciones	  experimentales,	  para	  
poner	   de	   manifiesto	   el	   ARNm	   	   (D-­‐F)	   de	   mycb,	   muestra	   el	   mismo	  
comportamiento	   que	   el	   reportero	   con	   respecto	   a	   la	   expresión	   en	   los	   arcos	  
branquiales	  (A´-­‐F´).	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faríngeos,	   el	   componente	   endodérmico	   de	   los	   arcos	   branquiales	   (Piotrowski	   y	   Nusslein-­‐
Volhard,	  2000),	  por	  lo	  que	  nos	  resulta	  de	  gran	  utilidad	  como	  marcador	  de	  este	  tejido.	  
Tras	   el	   análisis	   al	  microscopio	   confocal,	   pudimos	   comprobar	   como	  el	   tejido	   endodérmico	  
que	  compone	  los	  sacos	  faríngeos,	  marcado	  con	  anti-­‐Zn5,	  se	  encontraba	  presente	  tanto	  en	  
los	  embriones	  control	  como	  en	   los	  embriones	   tratados	  con	  AR.	  Así	  mismo,	  comprobamos	  
que	   las	   células	  que	  expresan	  GFP	  pertenecientes	   a	   los	   arcos	  branquiales,	   se	   encontraban	  
igualmente	   presentes	   en	   los	   dos	   conjuntos	   experimentales	   de	   embriones	   (Fig.	   r8).	   Es	   de	  
destacar	   que,	   a	   pesar	   de	   encontrarse	   ambos	   tipos	   celulares	   presentes	   en	   los	   arcos	  
branquiales	   de	   los	   embriones	   tratados	   con	   AR,	   pudimos	   apreciar	   una	   reducción	   en	   el	  
tamaño	  de	  los	  arcos	  branquiales.	  	  
	  
Tasa	  de	  proliferación.	  
Los	   genes	   de	   la	   familia	  Myc	   tienen	   un	   papel	   fundamental	   sobre	   la	   proliferación	   celular	  
regulando	  la	  progresión	  del	  ciclo	  celular,	  la	  apoptosis	  y	  la	  diferenciación.	  Numerosos	  genes	  
Myc	  actúan	  como	  reguladores	  transcripcionales	  activando	  o	  reprimiendo	  multitud	  de	  genes	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Fig.	  r8:	  Análisis	  de	  la	  distribución	  de	  la	  proteína	  Zn5,	  en	  embriones	  de	  la	  línea	  ED	  97	  tratados	  
con	  AR,	  mediante	   inmunofluorescencia.	  Tanto	   los	   sacos	   faríngeos,	  marcados	  en	   rojo	  con	  el	  
anticuerpo	  anti-­‐Zn5	  (punta	  de	  flecha),	  como	  las	  células	  de	  los	  arcos	  branquiales	  que	  expresan	  
GFP	  en	  la	  línea	  ED	  97,	  permanecen	  presentes	  tras	  someter	  a	  los	  embriones	  al	  tratamiento	  con	  
AR	  a	  una	  concentración	  de	  4x10-­‐8M.	  (c.m.:	  cerebro	  medio;	  v.o.:	  vesícula	  ótica;	  o.:	  ojo).	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diana	  (Dang	  CV,	  1999;	  Oster	  SK	  y	  cols.,	  2000).	  	  Teniendo	  en	  cuenta	  las	  funciones	  conocidas	  
de	   esta	   familia	   de	   genes	   y	   los	   numerosos	   trabajos	   publicados	   en	   los	   últimos	   años	   que	  
relacionan	  una	  desregulación	  en	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  los	  genes	  Myc	  con	  multitud	  de	  
tipos	   de	   cáncer	   y	   enfermedades	   genéticas	   humanas	   que	   afectan	   al	   desarrollo,	   decidimos	  
examinar	   la	   tasa	   de	   proliferación	   celular	   en	   los	   arcos	   branquiales	   de	   embriones	   tratados	  
con	  AR.	  
Para	   ello,	   se	   realizaron	   tinciones	   inmunofluorescentes	   a	   embriones	   de	   línea	   ED97,	   tras	  
recibir	  el	  mismo	  tratamiento	  con	  AR	  descrito	  con	  anterioridad,	  usando	  como	  marcador	  de	  
proliferación	  celular	  un	  anticuerpo	  anti-­‐PH3,	  capaz	  de	  unirse	  específicamente	  a	   la	  histona	  !"#$%&'()!
!"#$
!"#$
"#$%! &'!()*+,-#!&! .!
/010!
/010!
!"#$
!"#$
%$ &$
+!
+23!
*!
*23!
4!
423!
"#$%! &'!()*+,-#! &'!-)*+,-#!(
&*
+'
,-
./
0'1
2
34
56
%7
&'
8
!1
4'
'$
Fig.	  r9:	  Tasa	  de	  proliferación.	  Inmunofluorescencia	  utilizando	  un	  	  anticuerpo	  anti-­‐
PH3.	  Comparación	  del	  número	  de	  células	  proliferativas	  (núcleos	  marcados	  en	  rojo)	  
presentes	  en	  los	  arcos	  branquiales	  (puntas	  de	  flecha)	  de	  embriones	  tratados	  con	  AR	  
(B)	  frente	  a	  embriones	  control	  (A).	  La	  representación	  gráfica	  muestra	  la	  tasa	  de	  
proliferación	  relativa	  expresada	  como	  número	  de	  células	  PH3+	  por	  unidad	  de	  área	  
GFP+	  (C).	  (v.o.:	  vesícula	  ótica).	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H3	  presente	  en	   las	  células	  mitóticas.	  Debido	  a	  que	  el	   tratamiento	  con	  AR	  parece	  producir	  
en	   ocasiones	   la	   reducción	   del	   tamaño	   de	   los	   arcos	   branquiales,	   se	   expresó	   la	   tasa	   de	  
proliferación	   relativa	   como	   número	   de	   células	   PH3+	   por	   unidad	   de	   área	   GFP+.	   Como	  
resultado,	  se	  obtuvieron	  menores	  tasas	  de	  proliferación	  relativa	  en	  embriones	  tratados	  con	  
AR	  que	  en	  los	  embriones	  control	   incubados	  con	  DMSO.	  Además	  esta	  tasa	  de	  proliferación	  
relativa	  disminuyó	  de	  manera	  proporcional	  	  a	  la	  concentración,	  siendo	  menor	  cuanto	  mayor	  
fuera	  la	  concentración	  de	  AR	  en	  el	  medio	  de	  cultivo	  (Fig.	  r9).	  No	  obstante,	  este	  experimento	  
se	  realizó	  utilizando	  un	  pequeño	  tamaño	  muestral	  que	  debería	  ser	  ampliado	  para	  mejorar	  
el	  poder	  estadístico	  de	  estos	  resultados.	  
	  
Estos	  resultados,	  teniendo	  en	  cuenta	  todo	  lo	  comentado,	  sugieren	  una	  posible	  reducción	  en	  
la	   tasa	   de	   proliferación	   celular	   en	   los	   arcos	   branquiales	   en	   embriones	   de	   24hpf	   al	  
someterlos	  a	  la	  exposición	  a	  AR.	  
	  
1.3	   Análisis	   del	   entorno	   genómico	   de	   mycb	   y	   búsqueda	   de	   elementos	   reguladores	  
relacionados	  con	  la	  respuesta	  al	  ácido	  retinoico.	  
Los	  resultados	  mostrados	  hasta	  el	  momento	  en	  este	  trabajo	  sugieren	  que	   la	  expresión	  de	  
mycb	  está	  bajo	  la	  influencia	  de	  los	  cambios	  en	  los	  niveles	  de	  AR	  disponible	  para	  las	  células	  
de	   los	   arcos	   branquiales	   en	   el	   pez	   cebra.	   Para	   analizar	   en	   más	   profundidad	   el	   entorno	  
genómico	  de	  mycb	  se	  decidió	  utilizar	  la	  técnica	  4C-­‐seq	  (Circular	  Chromosome	  Conformation	  
Capture	  with	  high-­‐throughput	  Sequencing)	  y	   realizar	  una	  estimación	  de	   las	   secuencias	  del	  
genoma	  que	  están	  en	  contacto	  directo	  con	  una	  secuencia	  de	   interés,	  como	  es	  en	  nuestro	  
caso	  el	  promotor	  de	  mycb,	  entre	  las	  que	  teóricamente	  deberían	  encontrarse	  los	  elementos	  
reguladores	  de	  este	  gen.	  En	  nuestro	  caso,	  decidimos	  hacer	  uso	  de	  esta	  técnica	  para	  analizar	  
el	   entorno	   genómico	   de	  mycb	   (Fig.	   r10A)	   y	   su	   parálogo	  myca	   (Fig.	   r10B),	   tomando	   sus	  
promotores	   como	   secuencias	   de	   interés	   (puntos	   de	   vista)	   para	   identificar	   posibles	  
secuencias	   reguladoras	   de	   estos	   dos	   genes.	   Además	   también	   hemos	   contrastado	   estos	  
resultados	   con	   los	   perfiles	   de	   acetilación	   de	   la	   lisina	   27	   de	   la	   histona	  H3	   (H3K27ac)	   y	   de	  
monometilación	  de	  la	  lisina	  4	  de	  la	  histona	  H3	  (H3K4me1)	  (Bogdanovic	  y	  cols.,	  2012)	  cuyo	  
enriquecimiento	  marca	  enhancers	   activos	   (Creyghton	  y	  cols.,	  2010;	  Hawkins	  y	  cols.,	  2011;	  
Rada-­‐Iglesias	  y	  cols.,	  2011;	  Bonn	  y	  cols.,	  2012).	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Al	   analizar	   los	   resultados	   arrojados	   por	   el	   4C,	   se	   pudo	   apreciar	   como	   los	   patrones	   de	  
contactos	   de	   mycb	   y	   myca,	   a	   pesar	   de	   no	   ser	   exactamente	   iguales,	   presentaban	  
características	   similares.	   Ambos	   promotores	   parecen	   mantener	   numerosas	   interacciones	  
con	  secuencias	  situadas	  en	  el	  desierto	  génico	  contiguo	  a	  ambos	  genes	  y	  que	  en	  el	  caso	  del	  
entorno	   genómico	   de	  mycb	   contiene	   el	   punto	   de	   inserción	   del	   vector	   en	   la	   línea	   ED	   97.	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Fig.	  r10:	  Análisis	  4C	  usando	  como	  puntos	  de	  vista	  los	  promotores	  de	  mycb	  y	  myca.	  
Representación	  del	  entorno	  genómico	  de	  mycb	  (A)	  y	  myca	  (B)	  mostrando	  el	  patrón	  
de	  posibles	  contactos	  (verde),	  tomando	  sus	  promotores	  como	  puntos	  de	  vista	  (línea	  
discontinua	  negra),	  así	  como	  sus	  perfiles	  de	  H3K27ac	  (rosa),	  H3K4me1	  (celeste)	  y	  el	  
grado	  de	  conservación	  de	  la	  secuencia	  entre	  distintas	  especies	  de	  vertebrados	  
(azul).	  La	  línea	  discontinua	  azul	  representa	  el	  punto	  de	  inserción	  del	  vector	  ED	  en	  la	  
línea	  ED97.	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Además,	   todas	   las	  secuencias	  con	  alta	  probabilidad	  de	  estar	  en	  contacto	  con	  el	  promotor	  
analizado	   en	   cada	   caso,	   se	   encuentran	   restringidas	   a	   una	   región	   del	   genoma	   con	   una	  
extensión	  de	  unas	  600	  kb,	  que	  engloba	  varios	  genes	  en	  ambos	  casos.	  	  
Finalmente,	  se	  procedió	  a	  determinar	  si	  se	  producen	  cambios	  en	  el	  patrón	  de	  contactos	  con	  
promotor	  de	  mycb	  (Fig.	  r11)	  tras	  la	  manipulación	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  AR.	  Para	  ello,	  
se	  realizaron	  ensayos	  de	  4C	  a	  partir	  de	  cromatina	  extraída	  a	  embriones	  tratados	  con	  AR	  y	  
Fig.	  r11:	  Variaciones	  en	  el	  patrón	  de	  posibles	  contactos	  con	  el	  promotor	  de	  mycb	  
tras	   la	  manipulación	  de	   la	  vía	  de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico.	  Representación	  
del	  entorno	  genómico	  de	  mycb	  mostrando	  los	  resultados	  de	  4C	  obtenidos	  tomando	  
su	  promotor	  como	  punto	  de	  vista	   (línea	  discontinua	  negra),	  a	  partir	  de	  embriones	  
silvestres	  (verde)	  y	  de	  embriones	  tratados	  con	  AR	  (rojo)	  y	  DEAB	  (naranja).	  En	  azul	  y	  
en	  morado	  se	  representan	  las	  diferencias	  de	  señal	  en	  las	  lecturas	  de	  secuenciación	  
obtenidas	   tras	   realizar	   la	   diferencia	   entre	   el	   perfil	   de	   4C	   obtenido	   a	   partir	   de	  
embriones	   silvestres	   y	   el	   obtenido	   a	   partir	   de	   embriones	   tratados	   con	  RA	   y	  DEAB	  
respectivamente.	   La	   línea	   discontinua	   azul	   representa	   el	   punto	   de	   inserción	   del	  
vector	  ED	  en	  la	  línea	  ED97.	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DEAB.	   Los	   resultados	   fueron	   entonces	   comparados	   con	   los	   obtenidos	   de	   los	   embriones	  
silvestres	   mediante	   la	   utilización	   de	   un	   algoritmo	   que,	   en	   resumen,	   realiza	   la	   diferencia	  
entre	  las	  lecturas	  de	  secuenciación	  de	  las	  muestras	  control	  y	  las	  provenientes	  de	  embriones	  
tratados,	  lo	  que	  ayuda	  a	  poner	  de	  manifiesto	  aquellos	  picos	  de	  señal	  de	  secuenciación	  que	  
se	  vean	  modificados,	  apareciendo	  o	  desapareciendo,	  tras	  los	  tratamientos.	  	  
Tras	  visualizar	  el	  patrón	  de	  posibles	  contactos	  del	  promotor	  de	  mycb	  (Fig.	  r11),	  tanto	  en	  la	  
condición	   control	   (representado	   de	   color	   verde)	   como	   en	   las	   condiciones	   experimentales	  
con	   AR	   (representado	   de	   color	   rojo)	   y	   DEAB	   (representado	   de	   color	   naranja)	   pudo	  
observarse	   como	   éste	   varía	   apreciablemente.	   Estas	   variaciones	   fueron	   más	   fácilmente	  
identificables	   gracias	   al	   tratamiento	  de	   los	   datos	   obtenidos	   con	   el	   algoritmo	  mencionado	  
anteriormente	  para	  realizar	  la	  diferencia	  entre	  las	  lecturas	  de	  secuenciación	  y	  mediante	  el	  
que	  se	  obtuvieron	  el	  conjunto	  de	  picos	  de	  señal	  de	  secuenciación	  que	  se	  vieron	  modificados	  
en	  su	  intensidad,	  aparecieron	  o	  desaparecieron	  tras	  los	  tratamientos	  con	  RA	  (Fig.	  r11;	  color	  
azul)	   y	   DEAB	   (Fig.	   r11;	   color	   morado).	   Estas	   modificaciones	   en	   el	   patrón	   de	   posibles	  
contactos	   	   sugieren	  una	   remodelación	  de	   la	  arquitectura	  de	   la	  cromatina	  en	  esa	  zona	  del	  
genoma	   controlada	   por	   la	   vía	   de	   señalización	   del	   AR,	   que	   podría	   estar	   causando	   la	  
expresión	  diferencial	  de	  mycb	  en	  los	  arcos	  branquiales.	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2.	  Ruta	  de	  señalización	  Hippo	  en	  el	  desarrollo	  del	  páncreas	  	  
2.1	  Identificación	  	  de	  la	  ruta	  Hippo	  como	  vía	  de	  señalización	  esencial	  para	  el	  desarrollo	  del	  
páncreas	   y	   de	   elementos	   reguladores	   relacionados	   con	   la	   	   regulación	   transcripcional	   de	  
Sox9.	  
Estudios	  genéticos	  previos	  en	  humanos	  y	  experimentos	  de	   inactivación	  de	  genes	  en	  ratón	  
han	   revelado	  multitud	  de	   factores	  de	   transcripción	  que	   regulan	  el	  desarrollo	  embrionario	  
del	  páncreas	  (Fang	  y	  cols.,	  2010;	  Fang	  y	  cols.,	  2011).	  GATA6	  (Pan	  y	  cols.,	  2011;	  Zaret	  y	  cols.,	  
2008;	  Carrasco	  y	  cols.,	  2012),	  PDX1	  (Xuan	  y	  cols.,	  2012;	  Lango	  y	  cols.,	  2011),	  HNF1B(Offield	  
y	  cols.,	  1996),	  ONECUT1	   (Stoffers	   	  y	  cols.,	  1997),	  FOXA1/FOXA2	  (Haumaitre	  y	  cols.,	  2005),	  
SOX9	  (Jacquemin	  y	  cols.,	  2000;	  Gao	  y	  cols.,	  2008)	  y	  PTF1	  (Piper	  y	  cols.,	  2002)	  por	  ejemplo,	  
son	  esenciales	  para	  la	  especificación	  de	  las	  células	  embrionarias	  progenitoras	  pancreáticas	  
multipotentes	   (pancreatic	   Multipotent	   Progenitor	   Cells,	   MPCs).	   Sin	   embargo,	   se	   conoce	  
poco	  acerca	  de	   cómo	  esos	   factores	  de	   transcripción	   se	  organizan	  en	   redes	   regulatorias	  o	  
qué	  secuencias	  de	  ADN	  son	   reconocidas	  por	  estos	   factores	  para	  activar	   los	  programas	  de	  
desarrollo	   pancreático.	   Para	   comprender	   mejor	   estas	   cuestiones,	   el	   laboratorio	   del	   Dr.	  
Jorge	  Ferrer	  (Imperial	  College	  de	  Londres	  e	  Instituto	  de	  Investigaciones	  Biomédicas	  August	  
Pi	  i	  Sunyer	  de	  Barcelona)	  se	  centró	  en	  la	  disección	  de	  primordios	  pancreáticos	  procedentes	  
de	   embriones	   humanos	   (in	   vivo	   MPCs)	   y	   en	   el	   posterior	   uso	   de	   células	   madre	  
pluripotenciales	   para	   generar	   progenitores	   pancreáticos	   (in	   vitro	   MPCs).	   Usando	   estas	  
MPCs	   pancreáticas	   en	   conjunto	   con	   técnicas	   de	   ChIP-­‐seq,	   nuestros	   colaboradores	   han	  
realizado	  un	  mapa	  de	  sitios	  de	  unión	  de	  un	  conjunto	  de	  factores	  de	  transcripción	  esenciales	  
para	  el	  desarrollo	  pancreático	  temprano	  como	  son	  HNF1B	  (Offield	  y	  cols.,	  1996),	  ONECUT1	  
(Stoffers	  	  y	  cols.,	  1997),	  PDX1	  (Xuan	  y	  cols.,	  2012;	  Lango	  y	  cols.,	  2011),	  GATA6	  (Pan	  y	  cols.,	  
2011;	   Zaret	   y	   cols.,	   2008;	   Carrasco	   y	   cols.,	   2012)	   y	   FOXA2	   (Haumaitre	   y	   cols.,	   2005).	   Los	  
cinco	  factores	  mostraron	  alto	  grado	  de	  coocupación,	  apareciendo	  habitualmente	  unidos	  en	  
grupo.	   Dado	   que	   estudios	   previos	   muestran	   que	   se	   pueden	   reconocer	   elementos	  
reguladores	   mediante	   la	   coocupación	   por	   múltiples	   factores	   de	   transcripción	   y	   por	   el	  
enriquecimiento	   en	   histonas	   H3	   metiladas	   en	   la	   lisina	   4	   (H3K4me1;	   Heintzman	   y	   cols.,	  
2009),	   se	   seleccionaron	   5.537	   regiones	   genómicas	   que	  mostraban	   dicha	   característica	   in	  
vivo	  en	  MPCs	  pancreáticas	  humanas	  procedentes	  de	  disección	  y	  que	  a	  su	  vez	  presentaban	  
sitios	  de	  unión	  para	  al	  menos	  dos	  de	  los	  cinco	  factores	  de	  transcripción	  analizados	  tanto	  en	  
MPCs	   pancreáticas	   in	   vivo	   como	   in	   vitro.	   Conforme	   a	   lo	   esperado,	   estas	   regiones	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denominadas	   enhancers	   pancreáticos	   putativos,	   se	   localizan	   frecuentemente	   	   en	   las	  
cercanías	  de	  genes	  expresados	  específicamente	  en	  MPCs	  pancreáticas	  humanas	  (Fig.	  r12).	  
	  
Para	  validar	  funcionalmente	  estas	  secuencias,	  36	  de	  estos	  enhancers	  pancreáticos	  putativos	  
fueron	  analizados	  mediante	  ensayos	  de	   luciferasa,	  mostrando	  19	  de	  ellos	  una	  significativa	  
actividad	  reguladora	  de	  la	  expresión	  génica.	  Entre	  ellos,	  se	  validaron	  nuevas	  secuencias	  cis-­‐
reguladoras	   cerca	   de	   genes	   reguladores	   pancreáticos	   como	  Hnf1b,	   Fgfr2,	  Nkx6.1,	   Sox9,	   y	  
Pdx1.	  
Gracias	   a	   esta	   colección	   de	   elementos	   reguladores	   nuestros	   colaboradores	   identificaron	  
nuevos	   motivos	   de	   unión	   sobrerrepresentados	   para	   otros	   factores	   de	   transcripción	  
pancreáticos	   conocidos.	   Además,	   también	   pudieron	   constatar	   la	   presencia	   de	   un	   alto	  
número	  de	  sitios	  de	  unión	  para	  proteínas	  TEAD	  (gen	  homólogo	  de	  Scalloped	  en	  Drosophila	  y	  
componente	   fundamental	   de	   vía	   de	   señalización	   Hippo),	   que	   se	   hayaron	   altamente	  
concentrados	  en	  regiones	  ocupadas	  por	  todos	  los	  factores	  de	  trascripción	  analizados.	  
Posteriormente,	   nuestros	   colaboradores	   usaron	   ChIP-­‐Seq	   para	   examinar	   la	   distribución	   a	  
nivel	  genómico	  de	   las	  secuencias	  a	   las	  que	  TEAD1	  aparece	  unido	  en	  MPCs	  pancreáticas	   in	  
vitro.	   En	   concordancia	   con	   el	   hecho	   de	   que	   las	   proteínas	   TEAD	   son	   mediadores	  
transcripcionales	   de	   la	   vía	   de	   señalización	   Hippo,	   detectaron	   una	   alta	   representación	   de	  
TEAD1	  unido	   a	   secuencias	   asociadas	   a	   conocidos	   genes	   diana	   de	   esta	   vía	   de	   señalización	  
como	  son	  Ctgf,	  Cyr61	  y	  varios	  genes	  	  de	  la	  propia	  familia	  TEAD.	  
!"#$%&'()*!
Fig.	   r12:	   Ejemplos	  de	  unión	  de	   factores	  de	   transcripción	  y	  de	  enriquecimiento	  en	  
histonas	  metiladas	  H3K4me1	  en	  las	  cercanías	  de	  dos	  genes	  clave	  para	  el	  desarrollo	  
del	   páncreas,	   PDX1	   y	   HNF1B.	   Datos	   obtenidos	   a	   partir	   de	   células	   MPC	   in	   vivo.	  
Adaptado	  de	  Rodríguez-­‐Seguí	  y	  cols.,	  2014.	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Entre	   los	   genes	   reguladores	   pancreáticos	   que	   presentan	   elementos	   reguladores	   unidos	   a	  
TEAD1	   se	   encuentran	  SOX9	   y	  FGFR2	   (Fig.	   r13)	   y	   otros	   como	  RBPJ,	  FZD5/7/8,	  FRZB,	   JAG1,	  
NKX6.1,	  HHEX,	  GATA4,	  GATA6,	  FOXA2	  	  y	  HES1.	  	  
	  
En	  conjunto,	  estos	  resultados	  indican	  que	  TEAD1	  es	  un	  componente	  integral	  de	  elementos	  
reguladores	   de	   la	   transcripción	   en	   el	   páncreas	   en	  desarrollo	   y	   apuntan	   a	   la	   existencia	   de	  
una	  función	  de	  las	  proteínas	  TEAD	  en	  el	  desarrollo	  de	  las	  MPCs	  pancreáticas.	  	  
	  
Las	   proteínas	   TEAD	   interactúan	   con	   la	   forma	   activa	   de	   del	   coactivador	   Yes-­‐associated	  
protein	   (YAP),	   que	   es	   fosforilada	   y	   retirada	   del	   núcleo	   por	   la	   activación	   de	   la	   vía	   de	  
señalización	   Hippo	   (Heinz	   ycols.,	   2010).	   El	   análisis	   de	   la	   localización	   de	   YAP,	   mediante	  
inmunotinciones	   utilizando	   un	   anticuerpo	   específico	   para	   esta	   proteína,	   mostró	   que	   en	  
embriones	  de	  ratón	  en	  estadios	  E10,5-­‐E14,5	  YAP	  se	  encuentra	  restringida	  al	  núcleo	  de	   las	  
MPCs	  pancreáticas,	  mientras	  que	  se	  encontraba	  desplazada	  al	  citoplasma	  en	  	  células	  Pdx1+	  
en	  proceso	  de	  diferenciación.	  Además,	  Yap	  no	  ha	   sido	  detectada	  en	  celulas	  diferenciadas	  
expresando	   insulina	   o	   glucagón	   (Fig.	   r14).	   Estos	   resultados	   sugieren	   que	   la	   localización	  
nuclear	  de	  Yap	  está	  restringida	  a	  las	  células	  	  MPCs.	  
Además,	   en	   concordancia	   con	   anteriores	   estudios	   realizados	   con	   células	   epiteliales	   de	  
mamíferos,	   pudieron	  detectar	  mediante	  ChIP-­‐qPCR	   la	   presencia	   de	   YAP	  en	   la	  mayoría	   de	  
regiones	  analizadas	  unidas	  a	  TEAD1	  en	  células	  MPCs	  pancreáticas.	  Así,	  el	  coactivador	  YAP	  se	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Fig.	   r13:	   Ejemplos	   de	   elementos	   reguladores,	   tanto	   conocidos	   como	   predichos	  
(asteriscos),	  ocupados	  por	  TEAD-­‐1	  y	  otros	   factores	  de	   transcripción	  y	   situados	  en	  
las	   cercanías	   de	   los	   genes	   reguladores	   del	   desarrollo	   pancreático	   SOX9	   y	   FGFR2.	  
Datos	   obtenidos	   a	   partir	   de	   células	  MPC	   in	   vitro.	   Adaptado	   de	   Rodríguez-­‐Seguí	   y	  
cols.,	  2014.	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une	  a	  enhancers	  pancreáticos	  unidos	  a	  TEAD1	  y	  muestra	  una	  expresión	  específica	  en	  células	  
MPCs	  del	  páncreas	  embrionario.	  Este	  hallazgo	  sugiere	  una	  función	  de	  TEAD1	  dependiente	  
de	   YAP	   y	   restringida	   a	   células	   MPCs	   pancreáticas	   que	   más	   tarde	   se	   disipa	   en	   linajes	  
pancreáticos	  diferenciados.	  
	  
	  
	  
	  
	  
2.2	  El	  elemento	  regulador	  Sox9e1.	  
	  
Para	   conocer	  más	   acerca	   de	   la	   importancia	   biológica	   de	   la	   unión	   de	   TEAD1	   a	   elementos	  
reguladores	   con	   actividad	   específica	   en	   el	   páncreas	   en	   desarrollo,	   se	   analizó	   en	   nuestro	  
laboratorio	   la	   actividad	   enhancer	   in	   vivo	   de	   las	   secuencias	   reguladoras	   identificadas	   por	  
nuestros	  colaboradores	  utilizando	  como	  modelo	  animal	  el	  pez	  cebra.	  
	  
Estudios	  genéticos	  en	  ratón	  muestran	  que	  Sox9	  es	  esencial	  para	  la	  renovación	  de	  las	  células	  
progenitoras	  pancreáticas	  multipotentes	  (Jacquemin	  y	  cols.,	  2000;	  Gao	  y	  cols.,	  2008).	  Para	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Fig.	   r14:	   La	   expresión	   de	   Yap	   se	   encuentra	   restringida	   al	   núcleo	   de	   las	  MPCs	   en	  
embriones	  de	  ratón.	  Tinción	  inmunofluorescente	  de	  páncreas	  de	  embrión	  de	  ratón.	  
La	   localización	   de	   Yap	   se	   muestra	   marcada	   en	   verde,	   la	   de	   Pdx1	   en	   rojo	   y	   la	   de	  
Insulina	   y	   Glucagón,	   marcadores	   presentes	   en	   células	   diferenciadas,	   en	   azul.	  
Adaptado	  de	  Rodríguez-­‐Seguí	  y	  cols.,	  2014.	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examinar	   la	   posible	   actividad	   enhancer	   de	   una	   de	   las	   secuencias	   identificadas	   en	   las	  
cercanías	  de	  Sox9,	  se	  inyectaron	  embriones	  de	  pez	  cebra	  con	  un	  vector	  diseñado	  en	  nuestro	  
laboratorio,	  conteniendo	  un	  enhancer	  pancreático	  putativo	  del	  entorno	  genómico	  de	  Sox9	  
(Sox9e1)	  al	  que	   se	  une	  TEAD1,	   junto	  a	  un	  promotor	  mínimo	  dirigiendo	   la	  expresión	  de	   la	  
proteína	   fluorescente	   verde	   (Green	   Fluorescent	   Protein,	   GFP).	   Además,	   este	   vector	   está	  
integrado	   por	   el	   elemento	   regulador	   	   Z48	   que	   dirige	   la	   expresión	   de	   GFP	   en	   el	   cerebro	  
medio	   y	   cuya	   actividad	   fue	   utilizada	   como	   control	   de	   transgénesis	   (ver	   materiales	   y	  
métodos).	  Además,	  se	  realizaron	   inyecciones	  utilizando	  una	  versión	  modificada	  del	  vector	  
en	  el	  que	  se	  introdujo	  una	  mutación	  en	  el	  sitio	  de	  unión	  de	  TEAD	  al	  elemento	  Sox9e1.	  	  
	  
A	   las	  48hpf	  una	  fuerte	  expresión	  de	  GFP	  era	  claramente	  visible	  en	  el	  dominio	  pancreático	  
embrionario	   en	   el	   93,5%	   (n=106)	   	   de	   los	   embriones	   inyectados	   con	   el	   vector	  
correspondiente	  al	  elemento	  silvestre	  (Fig.	  r15a	  y	  c).	  Con	  respecto	  al	  mutado,	  el	  42%	  de	  los	  
embriones	   inyectados	   no	   presentaban	   expresión	   detectable	   de	   GFP	   en	   el	   páncreas	   (Fig.	  
r15b	  y	  c),	  mientras	  que	  el	  58%	  presentaban	  bajos	  niveles	  de	  GFP	  (n=138).	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Fig.	   r15:	   Test	   de	   actividad	   reguladora	   de	   la	   transcripción	   mediante	   ensayos	   de	  
transgénesis	  para	  el	  elemento	  Sox9e1.	  La	  mayoría	  de	  embriones	  inyectados	  con	  el	  
vector	  de	  transgénesis	  conteniendo	  el	  elemento	  Sox9e1	  mostraron	  altos	  niveles	  de	  
expresión	  de	  GFP	  en	  el	  páncreas	  (A,	   línea	  blanca	  punteada),	  mientras	  que	  aquellos	  
en	   los	   que	   el	   vector	   contenía	   la	   forma	  mutada	   de	   Sox9e1	  mostraron	   una	   débil	   o	  
ausente	   expresión	   de	  GFP	   en	   el	   páncreas	   (B).	   	   Las	   imágenes	   fueron	   obtenidas	   de	  
embriones	   de	   48	   hpf.	   La	   expresión	   de	   GFP	   en	   el	   cerebro	   medio,	   es	   debida	   al	  
elemento	  regulador	  Z48,	  cuya	  actividad	  es	  usada	  como	  control	  de	  transgénesis.	  La	  
gráfica	   (C)	   muestra	   el	   recuento	   de	   entre	   110	   y	   140	   embriones	   por	   condición	  
experimental.	  +,	  +/-­‐	  y	  -­‐	  representan,	  respectivamente,	  niveles	  de	  expresión	  de	  GFP	  
altos,	  débiles	  y	  ausentes	  en	  el	  páncreas.	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Estos	  resultados	  confirman	  que	  el	  elemento	  Sox9e1	  es	  un	  enhancer	  que	  dirige	  la	  expresión	  
génica	  en	  el	  páncreas	  y	  que	  su	  actividad	  requiere	  del	  sitio	  de	  unión	  de	  TEAD1.	  Además,	  el	  
hecho	  de	  que	  este	  elemento	  se	  encuentre	  situado	  en	  el	  entorno	  genómico	  de	  Sox9,	  sugiere	  
que	  la	  secuencia	  Sox9e1	  puede	  ser	  un	  elemento	  regulador	  de	  este	  gen,	  requerido	  para	  su	  
expresión	  en	  el	  páncreas.	  
	  
2.3	  Manipulación	  genética	  de	  la	  vía	  Hippo.	  
Para	  analizar	  la	  función	  in	  vivo	  de	  las	  proteínas	  Yap	  y	  Tead	  en	  el	  desarrollo	  del	  páncreas	  se	  
procedió	  a	  realizar	  alteraciones	  genéticas	  en	  el	  pez	  cebra	  mediante	  el	  uso	  de	  un	  morfolino	  
de	  ensamblaje	  alternativo	  contra	  yap1	   (Mo-­‐yap1)	  así	   como	  de	   la	  expresión	  de	  una	   forma	  
dominante	   negativa	   de	   la	   proteína	   TEAD1	   (TEAD-­‐EnR)	   a	   la	   que	   se	   le	   fusionó	   el	   dominio	  
represor	  transcripcional	  de	  la	  proteína	  Engrailed	  (Han	  y	  	  Manley,	  1993).	  
El	  morfolino	  de	  ensamblaje	  alternativo,	  fue	  diseñado	  contra	  el	  punto	  de	  empalme	  situado	  
entre	  los	  exones	  2	  y	  3	  dando	  como	  resultado	  una	  forma	  defectuosa	  del	  la	  proteína	  Yap1	  sin	  
el	  exón	  2.	  Tras	  la	  inyección	  del	  morfolino	  contra	  yap1,	  se	  procedió	  al	  análisis	  del	  fenotipo	  de	  
los	  embriones	  morfantes	  de	  24hpf.	  Como	  resultado,	  los	  embriones	  morfantes	  presentaban	  
un	  fenotipo	  observable	  similar	  	  a	  los	  ya	  publicados	  (Skouloudaki	  y	  cols.,	  2009)	  caracterizado	  
por	  una	  reducción	  de	   la	   longitud	  del	  cuerpo	  y	  una	  evidente	  curvatura	  de	   la	   región	  caudal	  
(Fig.	   r16a).	  También	  se	  pudo	  observar	  una	  disposición	  defectuosa	  de	   la	  notocorda	  en	  zig-­‐
zag,	  característica	  fenotípica	  no	  descrita	  con	  anterioridad	  (Fig.	  r16b).	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Fig.	   r16:	   Evaluación	   de	   la	   efectividad	   del	   morfolino	   Mo-­‐yap1.	   Los	   embriones	  
morfantes	   presentaron	  un	   acortamiento	   de	   la	   longitud	   del	   cuerpo	   y	   una	   evidente	  
curvatura	   de	   la	   región	   caudal	   (A)	   además	   de	   una	   disposición	   anómala	   de	   la	  
notocorda	  en	  zig-­‐zag	  (B).	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Además,	   se	   analizó	   la	   actividad	   del	  morfolino	  mediante	   PCR	   (Fig.	   r17)	   usando	   cebadores	  
específicos	  para	  el	   locus	   correspondiente	  a	  yap1.	   Como	  molde	   se	  usó	  ADNc	   sintetizado	  a	  
partir	  de	  ARN	  extraído	  de	  embriones	  inyectados	  con	  el	  morfolino	  	  y	  de	  embriones	  silvestres	  
como	   control.	   Según	   lo	   esperado,	   se	   obtuvo	   una	   banda	   de	   1142	   pb	   correspondiente	   al	  
ensamblaje	  alternativo,	  en	  contraste	  con	  el	  tamaño	  de	  la	  banda	  correspondiente	  a	  la	  forma	  
silvestre	  del	  transcrito	  de	  1378	  pb.	  	  
2.3.1	  Efectos	  de	  la	  inhibición	  de	  la	  actividad	  de	  yap1	  sobre	  el	  desarrollo	  del	  páncreas	  del	  
pez	  cebra.	  
Para	   evaluar	   el	   efecto	   de	   la	   inhibición	   de	   la	   actividad	   de	   yap1	   sobre	   el	   páncreas	   en	  
desarrollo,	  se	  realizaron	  hibridaciones	  in	  situ	  utilizando	  una	  sonda	  de	  ARNm	  contra	  insulina.	  
Así	  se	  pudo	  poner	  de	  manifiesto	  una	  evidente	  reducción	  en	  el	  tamaño	  del	  páncreas	  de	  los	  
embriones	   morfantes,	   acompañada	   en	   ocasiones	   de	   expresión	   ectópica	   de	   insulina,	   que	  
afecta	  al	  65%	  de	  los	  embriones	  inyectados	  (Fig.	  r18a-­‐c).	  Este	  efecto	  pudo	  ser	  parcialmente	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Fig.	  r17:	  Análisis	  de	  la	  actividad	  del	  morfolino	  Mo-­‐yap1	  mediante	  PCR.	  Además	  de	  
la	  banda	  de	  1378	  pb	  correspondiente	  a	  la	  forma	  silvestre	  del	  tránscrito	  de	  yap1	  que	  
también	   se	   encontró	   presente	   en	   la	  muestra	   procedente	   de	   embriones	   silvestres	  
(flechas),	   se	   pudo	   amplificar,	   a	   partir	   de	   muestras	   procedentes	   de	   embriones	  
inyectados	   con	   Mo-­‐yap1,	   una	   segunda	   banda	   de	   1142	   pb	   (punta	   de	   flecha)	  
correspondiente	  al	  ensamblaje	  alternativo	  del	  tránscrito	  producido	  por	  la	  actividad	  
del	  morfolino.	   Además,	   se	   obtuvo	   una	   tercera	   banda	   (asterisco)	   que	   atribuímos	   a	  
una	  isoforma	  distinta	  del	  transcrito.	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revertido	  mediante	   la	  coinyección	  de	  Mo-­‐yap1	   junto	  con	  el	  ARNm	  de	  yap1,	   sintetizado	   in	  
vitro	  e	  insensible	  al	  morfolino,	  al	  pasar	  del	  65%	  de	  embriones	  con	  hipoplasia	  pancreática	  a	  
sólo	   un	   18%,	   lo	   que	   confirma	   la	   especificidad	   del	   morfolino	   (Fig.	   r18f).	   Un	   análisis	   más	  
detallado	   mediante	   microscopía	   confocal	   reveló	   una	   reducción	   en	   el	   número	   de	   células	  
diferenciadas	  que	  expresan	  insulina	  en	  embriones	  inyectados	  con	  Mo-­‐yap1	  en	  comparación	  
con	  los	  controles	  (Fig.	  r18d	  y	  e).	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Fig.	   r18:	   El	   patrón	  de	   expresión	  de	   insulina	   resulta	  afectado	  en	   embriones	   inyectados	   con	  
Mo-­‐yap1.	  Vista	  dorsal	  del	  patrón	  de	  expresión	  de	  insulina	  en	  embriones	  de	  24	  hpf	  inyectados	  
con	   el	   morfolino	   Mo-­‐yap1,	   mostrando	   hipolasia	   pancreática	   (B)	   y	   expresión	   ectópica	   de	  
insulina	   (C)	   en	   comparación	   con	   los	   controles	   (A)	   no	   inyectados.	   Un	   análisis	   detallado	   al	  
microscopio	   confocal	   revela	   una	   evidente	   reducción	   del	   número	   de	   células	   expresando	  
insulina	   (rojo)	   en	   los	   embriones	  morfantes	   (E)	   en	   comparación	   con	   los	   controles	   (D).	   Estos	  
embriones	   han	   sido	   también	   teñidos	   con	   el	   marcador	   nuclear	   DAPI	   (azul).	   La	   gráfica	   (F)	  
muestra	   los	   porcentajes	   de	   embriones	   con	   hipoplasia	   pancreática	   en	   las	   diferentes	  
condiciones	  experimentales.	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Para	  dilucidar	  si	  las	  características	  fenotípicas	  producidas	  por	  la	  inhibición	  de	  la	  actividad	  de	  
yap1	   son	   un	   fenómeno	   exclusivo	   de	   las	   células	   pancreáticas	   productoras	   de	   insulina,	   se	  
procedió	  a	  analizar	  los	  patrones	  de	  expresión	  de	  genes	  específicos	  de	  otros	  tipos	  celulares	  
endocrinos.	  Para	  ello	  se	  realizaron	  hibridaciones	   in	  situ	  utilizando	  sondas	  de	  ARNm	  contra	  
glucagón	  y	  somatostatina,	  observándose	  una	  similar	  reducción	  en	  el	  numero	  de	  células	  que	  
expresan	   estos	   genes	   (Fig.	   r19A-­‐F).	   Así	   mismo,	   el	   patrón	   de	   expresión	   del	   marcador	   de	  
células	   pancreáticas	   exocrinas	   tripsina,	   presentaba	   un	   aspecto	   similar	   al	   del	   resto	   de	  
marcadores	   pancreáticos,	   con	   una	   reducción	   del	   área	  marcada	   por	   la	   sonda	   y	   expresión	  
ectópica	   en	   embriones	   	   de	   72hpf	   inyectados	   con	   Mo-­‐yap1,	   en	   comparación	   con	   los	  
embriones	  control	  (Fig.	  r21a-­‐c).	  En	  conjunto,	  estos	  resultados	  indican	  que	  la	  manipulación	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Fig.	  r19:	  Diversos	  marcadores	  pancreáticos	  endocrinos	  así	  como	  la	  disposición	  del	  
endodermo	   resultan	   igualmente	   afectados	   tras	   la	  manipulación	   de	   la	   vía	  Hippo.	  
Vista	  dorsal	  del	  patrón	  de	  expresión	  de	  glucagón	  (A-­‐C),	  somatostatina	  (D-­‐F)	  y	  gata6	  
(G	   y	   H),	   detectado	   por	   hibridación	   in	   situ,	   de	   embriones	   de	   24	   hpf	   tras	   ser	  
inyectados	   con	   el	   morfolino	   Mo-­‐yap1	   (B,	   C,	   E,	   F	   y	   H),	   en	   comparación	   con	   los	  
controles	  (A,D	  y	  G).	  	  
Resultados	  
	   	   	   79	  
de	  la	  actividad	  de	  yap1	  no	  sólo	  tiene	  efectos	  sobre	  el	  desarrollo	  de	  las	  células	  β,	  	  sino	  que	  
otros	  tipos	  celulares	  tanto	  endocrinos	  como	  exocrinos	  resultan	  igualmente	  afectados.	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Fig.	   r20:	   Efectos	   de	   la	   reducción	   de	   la	   actividad	   de	   TEAD	   sobre	   el	   desarrollo	  
pancreático.	   Vista	   dorsal	   del	   patrón	   de	   expresión	   de	   insulina	   detectado	   por	  
hibridación	   in	   situ	   en	   embriones	   de	   24hpf	   inyectados	   con	   TEAD-­‐EnR	   mostrando	  
hipolasia	  pancreática	  (B)	  y	  expresión	  ectópica	  de	  insulina	  (C)	  en	  comparación	  con	  el	  
patrón	   silvestre	   (A).	   El	   análisis	   detallado	   al	   microscopio	   confocal	   mediante	  
hibridación	   in	  situ	   con	  marcaje	   fluorescente	  pone	  de	  manifiesto	   la	   reducción	  en	  el	  
número	   de	   células	   productoras	   de	   insulina	   al	   manipular	   la	   vía	   Hippo	   (E	   y	   F)	   en	  
comparación	  con	  el	  número	  de	  células	  en	  los	  animales	  silvestres	  (D).	  La	  gráfica	  (G)	  
muestra	  los	  resultados	  del	  recuento	  del	  número	  de	  células	  productoras	  de	  insulina	  
en	  las	  diferentes	  condiciones	  experimentales.	  (****	  =	  P<0,0001).	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Dado	  que	  en	  estudios	  anteriores	  se	  ha	  puesto	  de	  manifiesto	  que	  el	  gen	  gata6	  se	  expresa	  
fuertemente	  en	  el	  endodermo	  de	  pez	  cebra	  (Reiter y cols., 2001),	  se	  utiizó	  una	  sonda	  
de	  ARNm	  contra	  el	   transcrito	  de	  este	  gen	  para	  analizar	   los	  efectos	  del	  morfolino	  sobre	  el	  
endodermo.	  Los	  embriones	  morfantes	  presentaban	  una	  duplicación	  del	  eje	  del	  endodermo	  
con	  la	  existencia	  de	  estructuras	  anatómicas	  repetidas	  como	  el	  tubo	  digestivo,	  el	  hígado	  o	  el	  
páncreas	  (Fig.	  r19g	  y	  h).	  Este	  fenómeno	  podría	  explicar	  la	  expresión	  ectópica	  de	  marcadores	  
pancreáticos	  debido	  a	  un	  efecto	  temprano	  de	  la	  inhibición	  de	  la	  actividad	  de	  yap1	  sobre	  la	  
especificación	  del	  endodermo	  durante	  la	  gastrulación.	  	  
En	  concordancia	  con	  lo	  esperado,	  al	  ser	  YAP	  un	  elemento	  coactivador	  de	  TEAD,	  embriones	  
inyectados	   con	   el	   ARNm	  que	   codifica	   la	   versión	   dominante	   negativa	   de	   la	   proteína	   TEAD	  
(TEAD-­‐EnR)	  presentaban	  las	  mismas	  características	  fenotípicas	  que	  ante	   la	   inhibición	  de	   la	  
actividad	  de	  yap1,	  con	  una	  marcada	  reducción	  en	  el	  número	  de	  células	  β	  y	  la	  existencia	  de	  
expresión	  ectópica	  de	  marcadores	  pancreáticos	  tanto	  endocrinos	  como	  exocrinos,	  a	   la	   luz	  
de	  los	  patrones	  de	  expresión	  de	  insulina	  (Fig.	  r20a-­‐g)	  y	  de	  tripsina	  (Fig.	  r21a-­‐e).	  !"#$%&'()*!
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Fig.	   r21:	   Efectos	   de	   la	   manipulación	   de	   la	   vía	   Hippo	   sobre	   el	   desarrollo	   del	  
páncreas	   exocrino.	   Vista	   dorso-­‐lateral	   del	   patrón	   de	   expresión	   del	   marcador	  
exocrino	   tripsina	   en	   embriones	   	   de	   72hpf	   inyectados	   con	  Mo-­‐yap1	   (D	   y	   E)	   y	   con	  
TEAD-­‐EnR	   (B	   y	   C),	   mostrando	   hipoplasia	   pancreática	   y	   expresión	   ectópica,	   en	  
comparación	  con	  el	  patrón	  de	  expresión	  en	  	  animales	  silvestres	  (A).	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2.3.2	   Efectos	   de	   la	   manipulación	   genética	   de	   la	   vía	   Hippo	   sobre	   los	   progenitores	  
pancreáticos.	  
	  
Para	  intentar	  desentrañar	  las	  causas	  del	  descenso	  en	  el	  número	  de	  células	  pancreáticas	  tras	  
la	   inhibición	   de	   la	   actividad	   de	   yap1	   y	   TEAD	   se	   procedió	   al	   análisis	   del	   efecto	   de	   estas	  
manipulaciones	   sobre	   las	   células	  MPCs	   pancreáticas	   en	   el	   pez	   cebra.	   Dado	   que	   estudios	  
anteriores	  en	  ratón	  demuestran	  que	  Pdx1	  	  es	  transcripcionalmente	  activo	  en	  el	  endodermo,	  
donde	  define	  las	  regiones	  que	  más	  tarde	  formarán	  el	  páncreas	  (Jonsson y cols., 1994; 
Offield	  y	  cols.,	  1996;	  Jorgensen y cols 2007; Frogne	  y	  cols.,	  2012)	  y	  que	  en	  el	  páncreas	  
en	  desarrollo	  Sox9	   se	  expresa	  en	  un	   subconjunto	  de	  células	  progenitoras	  pluripotenciales	  
Pdx1+	   mitóticamente	   activas	   (Seymour	   y	   cols.,	   2007),	   se	   realizaron	   hibridaciones	   in	   situ	  
utilizando	  una	  sonda	  de	  ARNm	  contra	  sox9	  e	  inmunotinciones	  utilizando	  un	  anticuerpo	  anti-­‐
Pdx1.	   A	   las	   48hpf,	   los	   embriones	   morfantes	   presentaban	   una	   marcada	   reducción	   de	   la	  
expresión	  de	  sox9b	  en	  el	  dominio	  pancreático	  (Fig.	  r22a	  y	  b).	  Tas	  el	  análisis	  de	  las	  imágenes	  
obtenidas	   al	   microscopio	   confocal	   (Fig.	   r22c-­‐k),	   se	   realizó	   un	   recuento	   de	   de	   los	  
progenitores	   pancreáticos	   sox9+/pdx1+	   y	   las	   diferencias	   entre	   grupos	   fueron	   analizadas	  
mediante	   el	   test	   estadístico	   T-­‐Student.	   Así,	   se	   pudo	   constatar	   que	   tanto	   los	   embriones	  
morfantes	  como	  aquellos	  inyectados	  con	  el	  ARNm	  que	  codifica	  TEAD-­‐EnR	  presentaban	  una	  
reducción	  en	  el	  número	  de	  progenitores	  pancreáticos	  sox9+/pdx1+	  (Fig.	  r22o).	  Dado	  que	  los	  
progenitores	  pancreáticos	   sox9+/pdx1+	   dan	   lugar	   a	   todos	   los	   tipos	  de	   células	  pancreáticas	  
diferenciadas	  (Gu	  y	  cols.,	  2002),	  estos	  resultados	  sugieren	  que	  la	  reducción	  en	  el	  número	  de	  
células	  pancreáticas	  diferenciadas	  es	  consecuencia	  de	  la	  existencia,	  a	  su	  vez,	  de	  un	  menor	  
número	  de	  células	  MPCs	  pancreáticas.	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Fig.	   r22:	   Efectos	   de	   la	   manipulación	   de	   la	   vía	   Hippo	   sobre	   los	   progenitores	   pancreáticos.	   El	   panel	   superior	  
muestra	  una	  vista	  dorso-­‐lateral	  del	  patrón	  de	  expresión	  de	  sox9b	   en	  embriones	  de	  48	  hpf	   inyectados	  con	  Mo-­‐
yap1	   (B)	   en	   comparación	   con	  animales	   silvestres	   (A),	   donde	   se	  puede	  observar	   la	   ausencia	  del	   transcrito	  en	  el	  
dominio	  pancreático	  (flecha).	  El	  panel	  central	  muestra	  el	  análisis	  al	  microscopio	  confocal	  del	  dominio	  pancreático	  
(línea	  blanca	  punteada)	  de	  embriones	  de	  24	  hpf	  inyectados	  con	  Mo-­‐yap1	  (D,	  G,	  J	  y	  M)	  y	  con	  TEAD-­‐EnR	  (E,H,	  K	  y	  N)	  
en	   comparación	   con	   embriones	   silvestres	   (C,	   F,	   I	   y	   L).	   Las	   células	   que	   expresan	   el	   tránscrito	   de	   sox9b	   fueron	  
puestas	  de	  manifiesto	  mediante	  hibridación	   in	   situ	   (citoplasma	  marcado	  en	   rojo),	  mientras	  que	   la	  presencia	  de	  
Pdx1	  fue	  detectada	  mediante	  inmunofluorescencia	  (núcleos	  marcados	  en	  verde).	  En	  azul,	  se	  muestran	  los	  núcleos	  
de	  células	  proliferativas	  que	  incorporaron	  BrdU	  	  durante	  un	  período	  de	  tratamiento	  de	  30	  minutos	  y	  que	  fueron	  
puestas	  de	  manifiesto	  mediante	  inmunofluorescencia.	  Las	  gráficas	  de	  la	  parte	  inferior	  muestran	  la	  disminución	  en	  
el	   recuento	  de	  células	  progenitoras	  pancreáticas	   (MPC)	   tras	   la	  manipulación	  de	   la	  vía	  de	  señalización	  Hippo	  en	  
comparación	  con	  los	  controles	  (O)	  y	  cómo	  no	  se	  encontraron	  diferencias	  significativas	  en	  la	  cantidad	  relativa	  de	  
células	  en	  proceso	  de	  proliferación	  (expresada	  como	  número	  de	  células	  BrdU+	  por	  cada	  célula	  progenitora	  MPC	  
(P).	  (pa=	  primordio	  de	  la	  aleta;	  **=	  P<0,01;	  ***	  =	  P<0,001).	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2.3.3	  Tasa	  de	  proliferación.	  
	  
Debido	   a	   que	   la	   vía	   de	   señalización	   Hippo,	   entre	   otras	   funciones,	   celulares	   es	   capaz	   de	  
controlar	  la	  tasa	  de	  proliferación	  celular	  mediante	  la	  modulación	  de	  la	  expresión	  de	  genes	  
efectores	  a	  través	  de	  la	  actividad	  del	  complejo	  YAP-­‐TEAD	  (Udan	  y	  cols.,	  2003;	  Huang	  y	  cols.,	  
2005),	   la	   existencia	   de	   un	   menor	   número	   de	   células	   progenitoras	   pancreáticas	  
mitóticamente	   activas	   podría	   ser	   debido	   a	   que	   estas	   células	   presenten	   menor	   tasa	   de	  
proliferación	  o	  bien	  tratarse	  de	  un	  problema	  en	  la	  especificación	  temprana	  del	  endodermo.	  
	  
Para	  medir	  la	  tasa	  de	  proliferación	  celular,	  tanto	  embriones	  inyectados	  con	  Mo-­‐yap1	  como	  
embriones	   inyectados	   con	   el	   ARNm	   que	   codifica	   TEAD-­‐EnR	   fueron	   sometidos	   a	  
incorporación	   de	   BRDU	   durante	   un	   periodo	   de	   30	   minutos	   para	   más	   tarde	   ser	   teñidos	  
usando	  un	  anticuerpo	  anti-­‐BRDU.	  Tas	  el	  análisis	  de	   los	  embriones	  al	  microscopio	  confocal	  
(Fig.	   r22l-­‐n),	   se	   procedió	   al	   recuento	   de	   células	   que	   incorporaron	   BRDU.	   Estas	   células	  
representan	  el	  conjunto	  de	  células	  mitóticamente	  activas	  durante	  el	  periodo	  de	  incubación	  
con	   BRDU,	   al	   encontrarse	   en	   fase	   S	   del	   ciclo	   celular.	   Para	   trabajar	   con	   datos	   relativos	   al	  
número	  de	  células	  progenitoras	  iniciales	  se	  calculó	  el	  ratio	  células	  BRDU+/células	  MPCs.	  Los	  
embriones	  cuya	  actividad	  del	   complejo	  YAP-­‐TEAD	   fue	  manipulada,	  presentaron	  un	  menor	  
número	   de	   células	   MPCs	   pancreáticas	   BRDU+	   pero	   no	   se	   encontraron	   diferencias	  
estadísticamente	  significativas	  en	  el	  ratio	  células	  BRDU+/células	  MPCs	  (Fig.	  r22p),	  por	  lo	  que	  
la	   reducción	   en	   el	   número	  de	   células	   en	  división	   se	   debe	   a	   la	   existencia,	   a	   su	   vez,	   de	   un	  
menor	   número	   inicial	   de	   progenitores	   disponibles.	   Estos	   resultados	   sugieren	   que	   la	  
reducción	  en	  el	  número	  de	  progenitores	  pancreáticos	  no	  es	  causada	  por	  una	  menor	  tasa	  de	  
proliferación	  celular,	  por	   lo	  que	  podría	  estar	  causada	  por	  fallos	  en	   la	  especificación	  de	   los	  
progenitores	  endodérmicos	  en	  fases	  tempranas	  del	  desarrollo.	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El	   control	   de	   la	   diferenciación	   y	   la	   proliferación	   es	   el	   resultado	   de	   la	   interacción	   entre	  
programas	  de	  expresión	  génica	  y	   señales	  externas	  mediadas	  por	   factores	  de	   crecimiento,	  
hormonas	  y	  por	  contactos	  directos	  entre	  células.	  La	  integración	  de	  estas	  señales	  tiene	  como	  
resultado	   que	   una	   célula	   prolifere,	   se	   diferencie	   o	   sufra	   un	   proceso	   de	   muerte	   celular	  
programada	   o	   apoptosis.	   Hasta	   la	   fecha,	   se	   han	   publicado	   numerosos	   trabajos	   que	  
muestran	  el	  papel	  central	  de	  estos	  procesos	  biológicos	  y	  la	  actividad	  integrada	  de	  multitud	  
de	  vías	  de	  señalización	  en	  el	  desarrollo	  embrionario.	  	  Esta	  tesis	  doctoral	  intenta	  arrojar	  luz	  
sobre	   los	   efectos	   de	   la	   actividad	   de	   la	   vía	   de	   señalización	   del	   AR	   y	   la	   vía	   Hippo	   sobre	   el	  
desarrollo	   de	   los	   arcos	   branquiales	   	   y	   el	   páncreas	   respectivamente.	   Para	   ello	   se	   han	  
utilizado	   diferentes	   herramientas,	   desde	   técnicas	   clásicas	   como	   hibridación	   in	   situ	   o	  
inmunohistoquímica,	   hasta	   técnicas	   de	   reciente	   aparición	   como	   el	   4C,	   la	   transgénesis	  
utilizando	  el	  novedoso	  vector	  ED	  o	  el	  uso	  de	  herramientas	  informáticas	  de	  análisis.	  	  
	  
1.	  La	  vía	  de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico	  en	  el	  desarrollo	  de	  los	  arcos	  branquiales.	  
El	  vector	  ED	  es	  una	  novedosa	  herramienta,	  capaz	  de	  detectar	  enhancers,	  y	  de	  discriminar	  su	  
localización	  con	  respecto	  al	  punto	  de	  inserción	  en	  el	  genoma.	  Este	  vector	  permite	  también	  
generar	   mutaciones	   regulatorias	   interfiriendo	   en	   la	   comunicación	   entre	   elementos	  
reguladores	  y	  promotores,	  gracias	  al	  potente	  aislador	  que	  alberga	  en	  su	  secuencia	  (Bessa	  y	  
cols.,	   2013).	   Además,	   el	   vector	   ED	   es	   una	   herramienta	   altamente	   eficiente,	   de	   sencilla	  
utilización	  y	  de	  bajo	  coste,	  capaz	  de	  contribuir	  significativamente	  al	  estudio	  del	  papel	  de	  las	  
secuencias	  no	  codificantes	  del	  ADN	  en	  la	  regulación	  de	  la	  expresión	  y	  función	  génica.	  	  
Durante	  la	  primera	  parte	  de	  esta	  tesis	  doctoral	  se	  generaron,	  mediante	  el	  uso	  del	  vector	  ED,	  
un	  total	  de	  223	  líneas	  transgénicas	  estables	  y	  se	  documentaron	  sus	  patrones	  de	  expresión	  a	  
24	  y	  48	  hpf,	  pudiendo	  haberse	  determinado	  el	  punto	  de	  inserción	  en	  el	  genoma	  para	  59	  de	  
ellas.	  Los	  reporteros	  GFP	  y	  RFP	  presentes	  en	  el	  vector	  ED	  a	  ambos	   lados	  del	  aislador,	  son	  
capaces	  de	  leer	  y	  utilizar	  la	  información	  regulatoria	  existente	  en	  las	  cercanías	  del	  punto	  de	  
inserción,	  característica	  que	  nos	  ha	  permitido	  generar	  una	  colección	  de	  líneas	  transgénicas	  
de	  D.	   rerio	   con	  expresión	   	  de	   fluorescencia	  específica	  de	   tejido	  que	  constituye	  un	  valioso	  
recurso	   disponible	   para	   la	   comunidad	   científica	   (http://www.upo.es/CABD/Edscreen	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/data.html).	   Para	   el	   desarrollo	   de	   esta	   tesis	   hemos	   hecho	   uso	   de	   esta	   capacidad	   de	   las	  
líneas	  ED	  para	  realizar	  una	  búsqueda	  de	  nuevos	  genes	  candidatos	  a	  ser	  regulados	  por	  la	  vía	  
de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico.	  
	  
Búsqueda	  de	  nuevos	  genes	  regulados	  por	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico.	  
La	  metodología	  de	   trabajo	  y	  el	  modelo	  animal	  elegidos	  para	  esta	  búsqueda	   resultan	  muy	  
convenientes	   debido	   a	   que	   permiten	   analizar	   de	   manera	   indirecta	   la	   actividad	  
transcripcional	   in	   vivo	   de	  un	   gen	  bajo	  diferentes	   condiciones	   experimentales,	   gracias	   a	   la	  
emisión	   de	   fluorescencia	   y	   a	   que	   los	   embriones	   de	   pez	   cebra	   son	   transparentes	   y	   se	  
desarrollan	  fuera	  de	  la	  madre.	  Además,	  este	  tipo	  de	  ensayos	  nos	  permite	  analizar	  cambios	  
en	  los	  niveles	  de	  expresión	  génica	  en	  tejidos	  poco	  representados	  en	  el	  embrión,	  algo	  difícil	  
de	  conseguir	  mediante	  otros	  métodos	  como	  la	  q-­‐PCR.	  Por	  otra	  parte,	  esta	  metodología	  de	  
búsqueda	  podría	  ser	  aplicada	  al	  análisis	  de	  otras	  vías	  de	  señalización	  y	  al	  descubrimiento	  de	  
nuevos	  fármacos	  y	  tóxicos.	  
Si	  se	  consiguiera	  automatizar	  tanto	  la	  toma	  de	  imágenes	  como	  el	  análisis	  informático	  de	  los	  
niveles	   de	   fluorescencia	   con	   la	   tecnología	   actualmente	   disponible,	   el	   volumen	   de	   líneas	  
analizadas	   podría	   ser	   mucho	   mayor.	   Esta	   automatización	   también	   conllevaría	   poder	  
analizar,	  por	  cada	  condición	  experimental,	  un	  número	  mucho	  mayor	  de	  embriones	  del	  que	  
hemos	   sido	   capaces	   de	   procesar	  manualmente,	   por	   lo	   que	   al	   aumentar	   el	   tamaño	   de	   la	  
muestra,	   también	   aumentaría	   la	   potencia	   estadística	   de	   nuestro	   ensayo	   y	   se	   podrían	  
detectar	   cambios	   en	   la	   fluorescencia	  media	   que	   actualmente	   son	   interpretados	   como	  no	  
significativos.	  	  
Tras	  los	  análisis	  visuales	  preliminares	  realizados	  a	  una	  selección	  de	  33	  líneas	  ED,	  decidimos	  
centrar	  nuestra	  atención	  en	  la	  línea	  ED82,	  cuya	  inserción	  pudimos	  mapear	  en	  las	  cercanías	  
del	  gen	  fgf3,	  y	  evaluar	  un	  poco	  más	  en	  profundidad	  su	  comportamiento	  ante	  las	  diferentes	  
condiciones	  de	  cultivo.	  	  
Esta	   línea	   presentó	   cambios	   detectables	   en	   los	   niveles	   de	   fluorescencia	   de	   manera	  
específica	   de	   tejido	   	   en	   el	   cerebro	   medio	   y	   en	   los	   arcos	   branquiales.	   Según	   muestran	  
algunos	  estudios,	  la	  vía	  de	  señalización	  FGF	  y	  la	  del	  ácido	  retinoico	  están	  involucradas	  tanto	  
en	  el	  desarrollo	  del	  cerebro	  como	  en	  el	  de	  las	  estructuras	  anatómicas	  derivadas	  de	  los	  arcos	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branquiales	  (Glover	  y	  cols.,	  2006;	  Maden,	  2007;	  Mark	  y	  cols.,	  2004;	  Crossley	  y	  cols.,	  1996;	  
Cox	  y	  cols.,	  1995;	  Kengaku	  y	  cols.,	  1995;	  Colvin	  y	  cols.,	  1996;	  Muenke	  y	  cols.,	  1994;	  Jabs	  y	  
cols.,	   1994),	   por	   lo	   que	   si	   se	   consiguiera	   confirmar	  mediante	   análisis	   complementarios	   la	  
relación	  epistática	  observada	  entre	  estas	  dos	  vías	  de	  señalización,	  estas	  evidencias	  podrían	  
sugerir	  un	  punto	  de	  encuentro	  entre	  ambas	  vías.	  En	  ese	  caso,	  podría	  ocurrir	  que	  la	  vía	  de	  
señalización	   FGF	   estuviera	   siendo	   regulada	   por	   la	   del	   AR	   exclusivamente	   en	   el	   cerebro	  
medio	  y	  los	  arcos	  branquiales,	  ya	  que	  no	  hemos	  conseguido	  detectar	  cambios	  en	  los	  niveles	  
de	  fluorescencia	  en	  otros	  tejidos.	  Las	  pruebas	  obtenidas	  al	  respecto	  hasta	  el	  momento	  y	  el	  
planteamiento	   de	   esta	   hipótesis	   de	   partida	   constituyen	   un	   buen	   punto	   de	   inicio	   para	   la	  
realización	  de	  futuros	  estudios	  en	  profundidad.	  
	  
Los	   niveles	   de	   expresión	   de	   mycb	   son	   modulados	   por	   la	   vía	   de	   señalización	   del	   ácido	  
retinoico	  en	  los	  arcos	  branquiales.	  
Al	  igual	  que	  en	  el	  caso	  de	  la	  línea	  ED82,	  los	  resultados	  obtenidos	  para	  la	  línea	  ED97	  también	  
atrajeron	  nuestra	   atención	   y	  nos	   impulsaron	  a	   realizar	   experimentos	   adicionales.	   La	   línea	  
ED97,	   cuya	   inserción	   fue	   asociada	   al	   gen	  mycb	   y	   con	   el	   que	   comparte	   gran	   parte	   de	   su	  
patrón	   de	   expresión,	   también	   mostró	   una	   interesante	   respuesta	   específica	   de	   tejido	   	   al	  
presentar	  una	  importante	  disminución	  en	  los	  niveles	  de	  GFP	  y	  un	  aumento	  de	  los	  mismos	  
tras	  los	  tratamientos	  con	  AR	  y	  con	  DEAB	  respectivamente,	  de	  manera	  exclusiva	  en	  los	  arcos	  
branquiales.	  	  
Tras	   el	   análisis	   del	   patrón	   de	   expresión	   de	   mycb	   bajo	   las	   diferentes	   condiciones	  
experimentales,	   se	   pudo	   constatar	   que	   los	   niveles	   del	   transcrito	   de	   mycb	   muestra	   un	  
comportamiento	  similar	  a	  los	  niveles	  del	  reportero.	  Esta	  observación,	  en	  primer	  lugar,	  viene	  
a	  confirmar	  la	  validez	  de	  las	  mediciones	  de	  los	  niveles	  de	  GFP	  como	  método	  indirecto	  para	  
detectar	  cambios	  en	  los	  niveles	  de	  expresión	  de	  los	  genes	  cercanos	  al	  punto	  de	  inserciónen	  
el	  genoma	  de	  las	  líneas	  ED.	  En	  segundo	  lugar,	  estas	  evidencias	  indican	  que	  la	  expresión	  de	  
mycb	  en	  los	  arcos	  branquiales	  está	  bajo	  el	  control	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  AR.	  	  
Los	  datos	   recabados	   sugieren	  que	  esta	   vía	   controla	  negativamente	  a	  mycb,	   inhibiendo	   su	  
expresión,	   ya	   que	   sus	   niveles	   disminuyen	   al	   sobreactivar	   la	   vía	   de	   señalización	   del	   AR.	  
Teniendo	   esto	   en	   cuenta,	   podríamos	   suponer	   que	   el	   elemento	   o	   elementos	   reguladores	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involucrados	   en	   este	   fenómeno	   son	   silenciadores	   que	   resultan	   activados	   por	   esta	   vía	   de	  
señalización	  o	  enhancers	  que	  necesitan	  de	  bajos	  niveles	  de	  AR	  para	  dirigir	   la	  expresión	  de	  
mycb.	  Los	  ensayos	  de	  proliferación	  celular	  realizados	  mostraron	  una	  posible	  reducción	  en	  la	  
tasa	  de	  división	  celular	  en	  los	  arcos	  branquiales	  en	  embriones	  de	  24hpf	  al	  someterlos	  a	   la	  
exposición	  a	  altas	  dosis	  de	  AR,	  que	  debe	  ser	  explorada	  en	  más	  profundidad.	  La	  obtención	  
de	  resultados	  robustos	  que	  confirmaran	  este	  extremo	  presentó	  la	  dificultad	  de	  que	  el	  área	  
marcada	   con	  GFP	   en	   los	   arcos	   branquiales	   es	   de	   pequeñas	   dimensiones,	   conteniendo	  un	  
número	  muy	  limitado	  de	  células,	  de	  las	  cuales	  muy	  pocas	  se	  encontraron	  dividiéndose	  a	  la	  
vez	   en	   el	   momento	   en	   el	   que	   los	   embriones	   fueron	   fijados.	   En	   caso	   de	   confirmarse	   la	  
reducción	   en	   la	   tasa	   de	   proliferación	   celular	   como	   respuesta	   a	   altos	   niveles	   de	   AR,	  
aumentando	  el	  tamaño	  muestral,	  esta	  observación	  iría	  en	  concordancia	  con	  la	  importante	  
implicación	  del	  protooncogén	  mycb	  en	  el	  control	  de	  la	  proliferación	  celular.	  
	  
La	   conformación	   tridimensional	   de	   la	   cromatina	   es	  modificada	   como	   consecuencia	   de	   los	  
cambios	  en	  los	  niveles	  de	  actividad	  de	  la	  vía	  del	  ácido	  retinoico.	  
El	   análisis	   en	   conjunto	   de	   los	   resultados	   comentados	   hasta	   el	   momento	   en	   este	   trabajo	  
sugiere	  que	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  gen	  mycb	  están	  bajo	  la	  influencia	  de	  los	  cambios	  en	  
los	  niveles	  de	  AR	  disponible	  para	   las	  células	  de	   los	  arcos	  branquiales	  en	  el	  pez	  cebra.	  Esta	  
modulación	  de	  los	  niveles	  del	  transcrito	  de	  mycb	  por	  parte	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  AR	  
podría	  estar	  ocurriendo	  de	  manera	  directa	  o	  indirecta:	  podrían	  ser	  las	  proteínas	  receptoras	  
del	  AR	  denominadas	  RAR	  y	  RXR	  las	  que	  actuaran	  directamente	  sobre	  el	  entorno	  regulatorio	  
de	  mycb,	  uniéndose	  a	  sus	  secuencias	  diana	  en	  el	  genoma	  denominadas	  RARE	  (Retinoic	  Acid	  
Responsive	   Elements)	   o	   bien	   podrían	   regular	   indirectamente	   los	   niveles	   de	   expresión	   de	  
mycb	  en	  el	  caso	  de	  que	  fueran	  otros	  factores	  de	  transcripción,	  afectados	  por	  los	  cambios	  en	  
los	  niveles	  de	  AR,	  los	  responsables	  de	  esta	  modulación.	  
Teniendo	   en	   cuenta	   la	   existencia	   de	   numerosos	   polimorfismos	   relacionados	   con	  
enfermedades	   en	   humanos	   en	   esta	   región	   del	   genoma,	   se	   decidió	   analizar	   en	   más	  
profundidad	  el	  entorno	  genómico	  de	  mycb.	   Para	  ello,	   se	  decidió	  utilizar	   la	   técnica	  4C-­‐seq	  
(Circular	   Chromosome	   Conformation	   Capture	   with	   high-­‐throughput	   Sequencing)	   que	   nos	  
permite	  realizar	  una	  estimación	  de	  aquellas	  secuencias	  del	  genoma	  que	  están	  en	  contacto	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directo	  con	  una	  secuencia	  de	  interés,	  como	  es	  en	  nuestro	  caso	  el	  promotor	  de	  mycb,	  entre	  
las	  que	  teóricamente	  deberían	  encontrarse	  los	  elementos	  reguladores	  de	  este	  gen.	  	  
De	   la	  comparación	  de	   los	  perfiles	  de	  H3K27ac,	  H3K4me1	  y	  4C	  entre	  myca	  y	  mycb	  pueden	  
extraerse	   dos	   conclusiones	   principales.	   En	   primer	   lugar,	   en	   ambos	   entornos	   genómicos	  
existen	  loci	  con	  marcas	  de	  acetilación	  y	  monometilación	  coincidentes	  con	  picos	  de	  4C,	  que	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Fig.	  d1:	  Localización	  del	  vector	  ED	  en	  la	  línea	  ED97	  y	  de	  polimorfirmos	  relacionados	  
con	  enfermedades	  humanas	  en	  el	  entorno	  de	  C-­‐Myc.	  A:	  Patrones	  de	  expresión	  de	  
GFP	   y	  RFP	  de	   la	   línea	  ED97,	   causados	  por	   la	   localización	   (línea	  discontinua	   azul)	   y	  
orientación	   del	   vector	   ED.	   Éstos	   sugieren	   la	   presencia	   de	   uno	   o	   varios	   elementos	  
reguladores	   capaces	   de	   dirigir	   la	   expresión	   de	  mycb,	   y	   posiblemente	   también	   de	  
fam49ba,	  en	   los	  arcos	  branquiales	   (flechas),	  en	  algún	   lugar	  situado	  en	  dirección	  5´	  
desde	   el	   punto	   de	   inserción	   del	   aislador	   (I).	   B:	   Hasta	   el	   momento	   han	   sido	  
identificados	   numerosos	   polimorfismos	   relacionados	   con	   enfermedades	   humanas	  
en	   el	   entorno	   de	   c-­‐Myc	   (verde),	   entre	   las	   que	   se	   incluye	   uno	   vinculado	   a	   la	  
generación	  de	  paladar	  hendido	  y	  labio	  leporino	  (recuadro	  rojo).	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presumiblemente	   se	   corresponden	  con	  elementos	   reguladores	  directamente	   relacionados	  
con	  la	  modulación	  de	  la	  expresión	  de	  estos	  genes.	  En	  segundo	  lugar,	  se	  puede	  apreciar	  que	  
los	  perfiles	  de	  H3K27ac,	  	  de	  H3K4me1	  y	  de	  4C	  son	  diferentes	  entre	  los	  dos	  genes,	  lo	  quiere	  
decir	  que,	  aunque	  los	  dos	  genes	  son	  parálogos	  y	  procedentes	  de	  C-­‐Myc	  tras	  la	  duplicación	  
genómica	   ocurrida	   en	   teleósteos,	   sus	   entornos	   regulatorios	   tienen	   una	   diferente	  
composición	   de	   elementos	   reguladores	   y	   un	   distinto	   patrón	   de	   contactos	   con	   sus	  
respectivos	  promotores	  que	  podrían	  estar	  provocando	   las	  diferencias	  existentes	  entre	   los	  
patrones	  de	  expresión	  de	  ambos	  genes.	  	  
Del	  mismo	  modo,	  del	  análisis	  del	  entorno	  regulatorio	  de	  mycb	  en	  el	  pez	  cebra	  y	  el	  de	  C-­‐Myc	  
en	  humanos,	  también	  se	  pueden	  extraer	  varias	  conclusiones	  interesantes.	  En	  primer	  lugar,	  
mycb	  y	  fam49ba	  están	  en	  sintenia,	  encontrándose	  en	  la	  misma	  posición	  relativa	  en	  ambos	  
genomas.	  	  
En	  segundo	  lugar,	  la	  inserción	  del	  vector	  ED	  en	  la	  línea	  ED97	  está	  localizada	  en	  el	  desierto	  
génico	   situado	  entre	   los	   genes	   fam49ba	  y	  mycb,	   habiendo	   sido	   asociada	   a	   éste	  último	  al	  
presentar	  ED97	  patrones	  de	  GFP	  y	  RFP	  que,	  en	  conjunto,	  recapitulan	  el	  patrón	  de	  expresión	  
del	  ARNm	  de	  mycb	   (Fig.	  d1a).	  Además,	   tras	  el	  proceso	  de	  mapeo	  que	  se	   llevó	  acabo	  para	  
determinar	  el	  punto	  de	  inserción	  para	  esta	  línea,	  pudimos	  determinar	  que	  el	  vector	  ED	  se	  
encuentra	  posicionado	  con	  el	   reportero	  GFP	  orientado	  hacia	   fam49ba.	  Debido	  a	  que	  esta	  
línea	  presenta	  expresión	  de	  GFP	  específica	  en	  los	  arcos	  branquiales,	  donde	  la	  expresión	  de	  
RFP	   parece	   estar	   ausente,	   y	   	   dada	   la	   capacidad	   del	   vector	   ED	   de	   discriminar	   entre	  
información	  regulatoria	  situada	  a	  cada	  lado	  del	  aislador	  contenido	  en	  la	  inserción,	  podemos	  
concluir	  que	  el	  elemento	  o	  elementos	  reguladores	  responsables	  de	  la	  expresión	  de	  mycb	  en	  
los	   arcos	   branquiales	   deben	   encontrarse	   en	   algún	   lugar	   situado	   en	   dirección	   5´	   desde	   el	  
punto	  de	  inserción.	  Esta	  idea	  viene	  apoyada	  por	  el	  hecho	  de	  que	  fam49ba	  presenta,	  aligual	  
que	  mycb,	  expresión	  específica	  en	  los	  arcos	  branquiales	  a	  las	  24hpf	  (Fig.	  d1a).	  	  
En	   tercer	   lugar,	   numeorosos	   estudios	   de	   asociación	   han	   identificado	   multitud	   de	  
polimorfismos	   relacionados	   con	   enfermedades	   en	   este	   desierto	   génico,	   entre	   los	   que	  
destaca	   uno	   (rs987525)	   asociado	   a	   la	   generación	   de	   paladar	   hendido	   y	   labio	   leporino	  
(Ludwig	  y	  cols.,	  2012;),	  defectos	  derivados	  de	   fallos	  en	  el	   correcto	  desarrollo	  craneofacial	  
(Fig.	  d1b).	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Estos	   datos,	   tomados	   en	   conjunto,	   sugieren	   la	   presencia	   de	   elementos	   reguladores	  
responsables	  de	   la	  expresión	  de	  C-­‐Myc	   y	  Fam49B	  en	   los	  arcos	  branquiales,	   situados	  en	  el	  
entorno	   genómico	   de	   estos	   dos	   genes,	   y	   su	   posible	   relación	   con	   la	   generación	   de	  
malformaciones	   craneofaciales	   a	   consecuencia	   de	   un	   incorrecto	   desarrollo	   de	   las	  
estructuras	  derivadas	  de	  los	  arcos	  branquiales.	  
Resulta	   importante	   señalar	   que	   los	   ensayos	   de	   4C	   están	   realizados	   sobre	   la	   cromatina	  
extraída	   a	   embriones	   completos,	   debido	   a	   la	   gran	   dificultad	   técnica	   que	   entrañaría	  
diseccionar	  y	  aislar	  las	  células	  fluorescentes	  de	  los	  arcos	  branquiales,	  por	  lo	  que	  los	  efectos	  
sobre	  el	  patrón	  de	  contactos	  del	  promotor	  de	  mycb	  que	  apreciamos	  tras	   los	  tratamientos	  
llevados	  a	  cabo,	  representan	   la	   tendencia	  general	  para	  todas	   las	  células	  del	  embrión	  y	  no	  
sólo	  la	  de	  las	  células	  de	  los	  arcos	  branquiales.	  Como	  ya	  se	  ha	  comentado	  anteriormente,	  las	  
células	  que	  componen	  los	  arcos	  branquiales	  son	  muy	  poco	  numerosas	  en	  comparación	  con	  
el	   resto	   de	   células	   del	   embrión,	   por	   lo	   que	   los	   perfiles	   de	   4C	   que	   se	   muestran	   en	   este	  
trabajo	  no	  representan	  necesariamente	  la	  configuración	  de	  la	  cromatina	  de	  las	  células	  que	  
expresan	  mycb	   en	   los	   arcos	   branquiales.	   De	   hecho,	   ésta	   debería	   ser	   diferente	   ya	   que	   la	  
respuesta	   de	   los	   niveles	   de	  mycb	   a	   los	   tratamientos	   es	   específica	   de	   tejido	   ,	   pudiendo	  
apreciarse	  cambios	  en	  la	  actividad	  transcripcional	  de	  este	  gen	  exclusivamente	  en	  los	  arcos	  
branquiales.	  No	  obstante,	  estos	  ensayos	  muestran	  sin	  lugar	  a	  dudas	  que	  la	  conformación	  de	  
la	   cromatina	   en	   el	   entorno	   genómico	   de	  mycb	   sufre	   importantes	   modificaciones	   tras	   la	  
manipulación	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  ácido	  retinoico.	  
En	  un	   futuro,	   sería	   interesante	   realizar	  una	   comparación	  entre	  el	   perfil	   de	  4C	   realizado	  a	  
embriones	   silvestres	   y	   el	   perfil	   resultante	   de	   utilizar	   embriones	   de	   la	   línea	   ED97	   con	   la	  
inserción	  en	  homocigosis,	  para	  poder	  observar	  los	  efectos	  del	  aislador	  sobre	  la	  arquitectura	  
de	  la	  cromatina	  alrededor	  del	  locus	  de	  mycb.	  
	  
2.	  La	  vía	  de	  señalización	  Hippo	  en	  el	  desarrollo	  del	  páncreas.	  
El	  estudio	  realizado	  por	  nuestros	  colaboradores	  identificó	  los	  sitios	  de	  unión	  a	  lo	  largo	  del	  
genoma	   de	   varios	   factores	   de	   transcripción	   esenciales	   para	   el	   desarrollo	   pancreático	  
temprano.	  El	  análisis	  de	  la	  distribución	  de	  los	  sitios	  de	  unión	  mostró	  cómo	  éstos	  factores	  de	  
transcripción	  se	  encuentran	  ocupando	  secuencias	  comunes,	  que	  funcionan	  como	  enhancers	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específicos	   de	   células	   progenitoras	   pancreáticas	   multipotentes,	   siguiendo	   un	   código	  
combinatorio	  de	   factores	  de	   transcripción	  específico	  para	   cada	  estadio	  del	  desarrollo.	  Así	  
mismo,	   el	   trabajo	   llevado	   a	   cabo	   para	   esta	   tesis	   doctoral	   confirmó	   las	   observaciones	   de	  
nuestros	  colaboradores,	  que	  sugieren	  que	  las	  proteínas	  TEAD	  son	  un	  componente	  principal	  
de	  este	  código,	  y	  mostró	  como	  estas	  proteínas	  y	  su	  coactivador	  YAP	  se	  requieren	  durante	  el	  
desarrollo	   pancreático	   temprano	   para	   activar	   genes	   reguladores	   esenciales	   para	   los	  
progenitores	  pancreáticos	  multipotentes	  y	  controlar	  de	  esta	  manera	  el	  desarrollo	  de	  este	  
órgano.	  
Sox9	   es	   directamente	   regulado	   por	   la	   vía	   de	   señalización	   Hippo	   en	   progenitores	  
pancreáticos.	  
La	   validación	   funcional	   de	   la	   actividad	   de	   la	   secuencia	   Sox9e1	   mostró	   que	   ésta	   tiene	  
capacidad	   de	   funcionar	   como	   enhancer	   y	   de	   dirigir	   la	   actividad	   transcripcional	   en	   el	  
páncreas,	  de	  lo	  que	  se	  desprende	  que	  el	  elemento	  Sox9e1	  presente	  en	  el	  genoma	  humano	  
es	   capaz	   de	   mantener	   su	   funcionalidad	   al	   ser	   insertado	   en	   el	   genoma	   del	   pez	   cebra	  
mediante	  la	  utilización	  de	  factores	  de	  transcripción	  que	  presumiblemente	  deben	  tener	  una	  
función	  altamente	  conservada.	  	  
Por	  otro	  lado,	  la	  introducción	  de	  una	  mutación	  en	  el	  sitio	  de	  unión	  de	  TEAD1	  presente	  en	  la	  
secuencia	   de	   Sox9e1	   provocó	   que	   ésta	   perdiera	   la	   capacidad	   de	   dirigir	   correctamente	   la	  
expresión	  génica	  en	  el	  páncreas.	  Esta	  observación	  apoya	  la	  idea	  de	  que	  la	  proteína	  TEAD1	  
es	   necesaria	   para	   la	   correcta	   actuación	   de	   este	   elemento	   regulador	   de	   Sox9	   y	   ratifica	   el	  
papel	   central	   de	   las	   proteínas	   TEAD	   como	   componente	   del	   conjunto	   de	   factores	   de	  
transcripción	   esenciales	   para	   el	   funcionamiento	   de	   los	   enhancers	   específicos	   de	   células	  
MPCs	  pancreáticas.	  Estas	  evidencias	   implican	  directamente	  a	   la	  vía	  Hippo	  en	  la	  regulación	  
de	  la	  expresión	  de	  Sox9	  y	  por	  ende,	  en	  el	  desarrollo	  pancreático.	  
La	  vía	  de	  señalización	  Hippo	  controla	  programas	  transcripcionales	  de	  especificación	  celular	  
durante	  el	  desarrollo	  pancreático.	  
Para	  examinar	  la	  función	  in	  vivo	  de	  las	  proteínas	  YAP	  y	  TEAD	  en	  el	  desarrollo	  pancreático,	  se	  
llevaron	  a	  cabo	  experimentos	  de	  inhibición	  de	  la	  actividad	  de	  ambas	  proteínas	  mediante	  el	  
uso	   de	   un	   morfolino	   contra	   yap1	   y	   de	   una	   forma	   modificada	   de	   la	   proteína	   TEAD1,	  
fusionada	   con	   el	   dominio	   represor	   transcripcional	   de	   Engrailed,	   con	   actividad	   dominante	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negativa.	   La	  manipulación	   de	   la	   actividad	   de	   ambas	   proteínas	   causó	   una	   reducción	   en	   el	  
tamaño	  del	  páncreas	  en	  desarrollo	  existiendo	  una	  disminución	  en	  el	  número	  de	  todos	   los	  
tipos	   celulares	   diferenciados	   analizados,	   lo	   que	   viene	   a	   confirmar	   que	   la	   vía	   Hippo	   está	  
directamente	   involucrada	   en	   el	   desarrollo	   pancreático.	   Tras	   la	   realización	   de	   análisis	  
complementarios,	   pudimos	   constatar	   que	   la	   reducción	   en	   el	   número	   de	   células	  
diferenciadas	   es	   debida	   a	   una	   merma	   en	   el	   número	   de	   progenitores	   pancreáticos	  
Pdx1+/Sox9+.	  De	  estas	  observaciones	  se	  desprende	  que	  el	  correcto	  funcionamiento	  de	  la	  vía	  
de	   señalización	   Hippo	   es	   esencial	   para	   la	   generación	   de	   la	   cantidad	   apropiada	   de	  
progenitores	  pancreáticos	  multipotentes	  que	  puedan	  posteriormente	  dar	   lugar	  al	  número	  
correcto	   de	   cada	   tipo	   celular	   diferenciado.	   Los	   resultados	   arrojados	   por	   los	   ensayos	   de	  
incorporación	   de	   BRDU	   realizados	   sugieren	   que	   para	   dar	   lugar	   al	   número	   apropiado	   de	  
progenitores	  pancreáticos,	   la	   vía	  Hippo	  parece	  no	   regular	   la	   tasa	  de	  proliferación	   celular,	  
que	   no	   hemos	   encontrado	   significativamente	   modificada	   tras	   la	   manipulación	   de	   la	  
actividad	  de	  YAP	  y	  TEAD.	  En	  su	  lugar,	  la	  vía	  Hippo	  parece	  estar	  involucrada	  en	  el	  proceso	  de	  
especificación	  del	  número	  correcto	  de	  progenitores	  pancreáticos,	  posiblemente	  mediante	  
el	  control	  de	  la	  expresión,	  entre	  otros,	  de	  Sox9.	  
Los	   datos	   recabados	   por	   nuestros	   colaboradores	   muestran	   cómo	   a	   medida	   que	   los	  
progenitores	  pancreáticos	  multipotentes	  comienzan	  el	  proceso	  de	  diferenciación	  hacia	   los	  
linajes	   endocrino	   o	   acinar,	   la	   expresión	   de	  Yap	   es	   inhibida	   y	   la	   proteína	   inmediatamente	  
retirada	  del	  núcleo.	  Presumiblemente,	  este	  mecanismo	  permite	  la	  supresión	  de	  la	  actividad	  
de	   los	  enhancers	   con	   actividad	  específica	   en	   células	   progenitoras	   pancreáticas	   durante	   el	  
proceso	  de	  diferenciación	  celular.	  Los	  experimentos	  llevados	  a	  cabo	  en	  nuestro	  laboratorio,	  
por	   su	   parte,	   confirman	   la	   implicación	   de	   Sox9	   y	   de	   la	   vía	   de	   señalización	   Hippo	   en	   el	  
desarrollo	   pancreático.	   Nuestros	   resultados	   muestran	   que	   Sox9	   es	   regulado	   por	   un	  
enhancer	   que	   presenta	   un	   sitio	   de	   unión	   a	   TEAD,	   lo	   que	   le	   permite	   responder	   a	   la	  
modulación	  por	  parte	  la	  vía	  Hippo,	  y	  evidencian	  el	  rol	  de	  esta	  vía	  en	  la	  especificación	  de	  los	  
progenitores	  pancreáticos.	  
A	   pesar	   de	   que	   nuestros	   estudios	   son	   los	   primeros	   en	   identificar	   una	   función	   asociada	   a	  
componentes	   de	   la	   vía	   de	   señalización	   Hippo	   en	   el	   desarrollo	   pancreático,	   dos	   recientes	  
publicaciones	  muestran	   que	   la	   interferencia	   con	   la	   actividad	   de	   las	   kinasas	  Mst1	   y	  Mst2	  
conduce	  a	  un	  incremento	  en	  la	  proliferación	  de	  las	  células	  acinares	  en	  el	  páncreas	  adulto,	  
que	  adquieren	  una	  morfología	  de	  célula	  ductal	  mostrando	  un	  incremento	  en	  la	  localización	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nuclear	   de	   YAP	   y	   la	   expresión	   ectópica	   del	   gen	   diana	   de	   TEAD,	   Sox9	   (Gao	   y	   cols.,	   2013;	  
George	  y	  cols.,	  2012).	  
De	  manera	  colectiva,	  los	  datos	  existentes	  sugieren	  un	  modelo	  en	  el	  que	  las	  proteínas	  YAP	  y	  
TEAD	  funcionan	  como	  interruptores	  que	  activan	  programas	  transcripcionales	  específicos	  en	  
las	   células	   progenitoras	   pancreáticas	   multipotentes	   y	   posibilitan	   la	   inactivación	   de	   estos	  
programas	   en	   respuesta	   a	   señales	   externas	   durante	   la	   diferenciación	   de	   las	   células	  
pancreáticas.	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1.	   La	   colección	  de	   líneas	   transgénicas	   ED	  de	  pez	   cebra	   y	   la	  metodología	  utilizada	  en	  este	  
trabajo,	   son	   excelentes	   herramientas	   para	   examinar	   la	   pertenencia	   de	   genes	   a	  
determinadas	   vías	   de	   señalización	   y,	   presumiblemente,	   para	   el	   descubrimiento	   de	  
nuevos	  fármacos	  y	  tóxicos.	  
2.	  Varias	  líneas	  ED	  muestran	  variaciones	  en	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  reportero	  GFP	  tras	  
la	  manipulación	  de	  los	  niveles	  de	  actividad	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  AR,	  de	  manera	  
específica	  de	  tejido.	  
3.	   Los	   niveles	   de	   expresión	   de	   GFP	   de	   línea	   ED82,	   asociada	   al	   gen	   fgf3,	   muestran	   una	  
respuesta	  espécifica	  en	  los	  arcos	  branquiales	  y	  el	  cerebro	  tras	  la	  manipulación	  de	  la	  vía	  
de	  señalización	  del	  AR,	   lo	  que	  podría	  sugerir	  un	  punto	  de	  encuentro	  entre	  esta	  vía	  de	  
señalización	  y	  la	  vía	  FGF.	  
4.	   Los	  niveles	  de	  expresión	  de	  GFP	  de	   la	   línea	  ED97,	  asociada	  al	  gen	  mycb,	  muestran	  una	  
respuesta	   específica	   en	   los	   arcos	   branquiales	   tras	   la	   manipulación	   de	   la	   vía	   de	  
señalización	  del	  AR.	  
5.	  La	  vía	  de	  señalización	  del	  AR	  es	  capaz	  de	  controlar	  los	  niveles	  de	  expresión	  del	  gen	  mycb	  
específicamente	  en	  los	  arcos	  branquiales.	  
6.	  En	  los	  entornos	  genómicos	  de	  mycb	  y	  de	  myca	  existen	  regiones	  con	  marcas	  de	  H3K37ac	  y	  
H3K4me1	   coincidentes	   con	   picos	   de	   4C,	   que	   presumiblemente	   se	   corresponden	   con	  
elementos	  reguladores	  directamente	  relacionados	  con	  la	  modulación	  de	  la	  expresión	  de	  
estos	  genes.	  
7.	  Los	  perfiles	  de	  H3K37ac,	  H3K4me1	  y	  4C	  son	  diferentes	  entre	  mycb	  y	  myca,	  lo	  que	  sugiere	  
que	   sus	   entornos	   genómicos	   tienen	   una	   diferente	   composición	   de	   elementos	  
reguladores	   y	   un	   distinto	   patrón	   de	   contactos	   con	   sus	   respectivos	   promotores,	   que	  
podrían	  estar	  provocando	  las	  diferencias	  existentes	  entre	  los	  patrones	  de	  expresión	  de	  
ambos	  genes.	  
8.	  El	  elemento	  o	  elementos	  reguladores	  responsables	  de	  la	  expresión	  de	  mycb	  en	  los	  arcos	  
branquiales	   del	   pez	   cebra	   deben	   encontrarse	   en	   algún	   lugar	   situado	   en	   dirección	   5´	  
desde	  el	  punto	  de	  inserción	  del	  vector	  ED	  en	  la	  línea	  ED97.	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9.	   La	   conformación	   de	   la	   cromatina	   en	   el	   entorno	   genómico	   de	  mycb	   sufre	   importantes	  
modificaciones	  tras	  la	  manipulación	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  del	  AR.	  
10.	   El	   elemento	   regulador	   Sox9e1,	  procedente	  de	  humanos,	   es	   capaz	  de	  dirigir	   expresión	  
génica	  en	  el	  páncreas	  del	  pez	  cebra	  mediante	  la	  utilización	  de	  factores	  de	  transcripción	  
que	  presumiblemente	  deben	  tener	  una	  función	  altamente	  conservada.	  
11.	   Sox9	   es	   directamente	   regulado	   por	   la	   vía	   de	   señalización	   Hippo	   en	   progenitores	  
pancreáticos	  a	  través	  del	  enhancer	  Sox9e1,	  cuya	  actividad	  depende	  de	  la	  correcta	  unión	  
de	  TEAD1.	  
12.	  La	  vía	  de	  señalización	  Hippo	  controla	  el	  desarrollo	  pancreático	  mediante	   la	   regulación	  
de	  la	  actividad	  de	  las	  proteínas	  YAP	  y	  TEAD.	  	  
13.	  Las	  proteínas	  YAP	  y	  TEAD	  funcionan	  como	  interruptores	  para	  la	  acivación	  de	  programas	  
transcripcionales	  de	  especificación	  celular	  durante	  el	  desarrollo	  pancreático.	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Tabla suplementaria 2
Oligonucleótidos utilizados
Nombre Secuencia
!"#$%& '()"""*+"+**,"**,*""+"*,)!!
!"#$-& '()+"++*""****"","*+"",)!!
!"#$%. '()*+"","*+"""+*+"",*,"*)!!
!"#$-. '(),+**,***,****+"*,*,*)!!
!"#$"/01 '(),*"*"++*",,**""+*+"*,",+,)!!
'"#$%& '()+"",*,"*+**""*****"+**"*+)!!
'"#$-& '(),"*****"++++*****"**"*+)!!
'"#$%. '()+"++""*+**""""*"""*+*,"+)!!
'"#$-. '(),"****""*+"+**,"*+"""*+*++)!!
,2& '(),"",+**+***"",*",*,+**"GC-3′
345&6-7 '()",,,**++"",+"""*+",,)!!
345&6%8 '()",++*,*+"+*""+""+*+,)!!9
:#)345& '()9*,+**+*""**+**+"+*+"""*,,9)!!
;#<=46:>?@6%8 '()9+*",++,+",**""+**,"*",,)!!
;#<=46:>?@6-7 '()9*""**,"++*,,+*,+""**,**+*,+)!!
A+6B>?@6%8 'C)+**,+*,**,*+,,+*"*+,*,*,"***""*,**"**,+9",,+*,"*)!C
A+6B>?@6-7 'C)**",*"*+,,+,*++*++,**+*+"+"""+++"*+*+,*+,+"+""++,9*"+""*""*,*,",",""",*"*,+",*"+)!C
A+6B>?46%8 'C)+**,+*,**,*+,,+*"*+,**+"+"",+"+"",*,,**",**+",)!C
A+6B>?46-7 'C)**",*"*9+,,+,*++*++,**+*+"+"""+++"*+*+,*+,+"+""++,*"+"*,",*,+","+*+",+"",*"+)!C
Tabla	  suplemetaria	  2:	  Cebadores	  utilizados.	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